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Dans le cadre d’une étude de la structure des Myxovirus, nous 
avons été amenés a rechercher une technique précise et fidéle du 
dosage de l’activité neuraminidasique qu’ils manifestent. A cet 
effet, nous avons étudié la cinétique de l’hydrolyse en lactose et 
acide lactaminique de l’acide 3’lactose-lactaminique contenu en 
quantité relativement importante dans le colostrum de vache. Ce 
mémoire est consacré exclusivement 4 la souche Lee du virus B 
de la grippe. Entre temps, et indépendemment de nous, deux 
notes préliminaires ont été publiées, donnant le principe dune 
méthode apparemment identique 4 la ndtre et résumant les prin- 
cipaux caractéres de la cinétique d’hydrolyse du méme substrat 
par Myzxovirus influenzae du type A. 


(*) Manuscrit recu le 7 juillet 1961. 
Annales de UInstitul Pasteur, 104, n° 6, 1961. 53 
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MATERIEL ET METHODES 


PURIFICATION DU VIRUS. 


Afin de pouvoir déterminer avec précision les caractéres ciné- 
tiques de l’hydrolyse du substrat, nous nous sommes particulié- 
rement attachés a purifier le virus. On part de liquides allan- 
toiques d’ceuf de poule infectés au neuviéme jour d’incubation 
par linjection dans la cavité allantoique de 0,2 ml d'une dilu- 
tion 10-* d’un liquide allantoique infecté titrant entre 320 et 
640 unités hémagglutinantes Hirst. On procéde a la récolte aprés 
deux jours d’incubation a 35° en atmosphére saturée d’eau. 

Les virions sont alors purifiés par chromatographie frontale sur 
phosphate de calcium selon une adaptation de la méthode de 
Taverne, Marshall et Fulton [36]. 150 4 200 cm? de liquide allan- 
toique sont passés a travers une colonne de brushite de 40 mm 
de diamétre et de 200 mm de hauteur, le volume de l’eau retenue 
étant de l’ordre de 200 ml. On lave la colonne avec 500 ml d’eau 
distillée puis avec 500 ml de tampon phosphate 0,05 M de pH 7. 
L’élution est obtenue avec du tampon phosphate 0,3 M de pH 7. 

La suspension virale est alors dialysée contre de l’eau distillée 
a 4° jusqu’a élimination des phosphates, puis rechromatographiée 
dans les mémes conditions que précédemment sur une petite 
colonne de brushite de 10 mm de diamétre, le volume de l'eau 
retenue étant de 10 ml. On utilise pour le lavage 50 mi d’eau 
distillée puis 50 ml de tampon 0,06 M. Cette seconde chromato- 
graphie permet de concentrer le virus qui atteint dans une ou deux 
fractions un titre supérieur 4 10 000 unités hémagglutinantes Hirst. 


L’acIDE LACTOSE-LACTAMINIQUE (EN ABREGE ALL), 


EXTRACTION A PARTIR DU COLOSTRUM DE VACHE. — Nous avons 
préparé l’ALL successivement par les méthodes de Kuhn [22] et 
de Heimer et Meyer {44] a partir de colostrum de vache recueilli 
pendant les trois premiers jours aprés le vélage. [La méthode de 
Kuhn s’est révélée plus longue, plus délicate et de moins bon 
rendement que celle de Heimer et Meyer. Ces deux méthodes 
ont en commun d’extraire les cations sur résines échangeuses 
dions (Amberlite IR 120 ou Dowex 50), puis de fixer ALL sur 
une autre résine échangeuse d’ions (Lewatit MIH ou Dowex 1), 
Pélution étant obtenue par l’acétate de sodium 0,05 M dans le 
premier cas et par l’acide formique 0,06 N dans le second. For- 
tement hygroscopique le produit obtenu par lune ou I’autre 
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méthode, lyophilisé, se présente sous un aspect visqueux. Mayron 
et Tokes [29] ont déja signalé cette avidité pour l’eau. 


PuriricaTion pe L’ALL. — Le degré de pureté des produits 
obtenus est déterminé par chromatographie descendante sur 
papier Whatman n° 1 en N butanol/pyridine/eau 3 : 2: 1,5. Nous 
avons utilisé pour la révélation le réactif de Saroja [8], qui est une 
solution acétonique de phosphates d’aniline et de diphénylamine. 
Ce réactif présente l’avantage de permettre la distinction avec une 
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Fic. 1. — Chromatographies sur papier Whatman 1, N-butanol/pyridine/eau, 

3: 2: 1,5, descendantes. (1) ALL préparé selon Heimer et Meyer, (2 et 4) selon 

Kuhn. (3) Acide lactose-o-acétyl-lactaminique témoin. (6) ALL hydrolysé. (6) ALL 

hydrolysé additionné de lactose et de glucose. (7) Acides sialiques témoins : acide 

N-acétyl-neuraminique et O-N-diacétylneuraminique. Chromatographies sur papier 

Whatman 1, pyridone/acétate d’éthyle/acide acétique/eau 5: 5: 1: 3, descendantes. 
(8) Lactose témoin et (9) ALL purifié rechromatographié. 


bonne sensibilité entre les acides sialiques qui se colorent en 
rouge et "ALL qui se colore en bleu. Les oses, le lactose en par- 
ticulier, se colorent également en bleu. Le fond du chromato- 
gramme est gris clair si la révélation est effectuée correctement 
(cing a dix minutes a |’étuve 4 100°). Un chauffage excessif améne 
rapidement le noircissement du papier. 

(Le professeur Kuhn a bien voulu nous adresser un échantillon 
d’acide lactose-O-acétyl-lactaminique qui nous a servi de témoin. 
Les chromatogrammes des produits que nous avons obtenus par 
les méthodes précédentes mettent en évidence une série de 
taches (fig. 1). On reconnait une tache principale bleu foncé de 
Riactose 0,43, une tache bleue moins importante de Rhactose 0,20, une 
tache rouge d’acide sialique libre de Rhactose 0,56. Il n’y a pas de 
lactose libre. 
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L’échantiflon d’acide lactose-O-acétyl-lactaminique que nous 
a procuré Kuhn montre une tache principale de Raactose 9,43, deux 
taches peu importantes de Raactose plus petites (0,20 pour l'une et 
0,10 environ pour l’autre), une tache rouge peu importante d’acide 
sialique libre de Ruactose 0,56 et une tache bleue de Raactose 1 qui 
correspond a une petite quantité de lactose présent dans le produit. 

Aprés hydrolyse acide (SO,H, 0,25 N, en bain-marie bouillant 
pendant dix minutes puis neutralisation par la baryte) nos prepa- 
rations d’ALL ne montrent plus qu’une tache de lactose (Raactose 1) 
et une tache rouge d’acide sialique de Ruactose 0,96, c’est-a-dire de 
méme valeur que celui de l’acide N-acétyl neuraminique que nous 
avons prépareé. 

Afin d’obtenir un produit rigoureusement pur, et en particulier 
exempt d’acide sialique libre, nous avons essayé la méthode pré- 
conisée par Heimer et Meyer (44) (dissolution dans le méthanol 
et précipitation par l’acétone). Nous avons également essayé de 
fixer 1 ALL sur Dowex 1 x 8 (50— 100 mesh, forme formiate), 
suivie de l’élution sur collecteur de fractions par un gradient 
d’acide formique variant entre 0 et 0,6 N. Ces deux procédés ne 
se sont pas montrés satisfaisants. Nous avons alors eu recours 
a la chromatographie sur papier Whatman n° 1 (descendante, 
N-propanol/acétate d’éthyle/eau 7 : 1 : 2). Le produit a purifier 
est déposé en trait continu sur toute la largeur de la feuille. La 
durée de la chromatographie est de quarante-huit heures. Deux 
étroites bandes verticales sont alors découpées a droite et 4 gauche 
de la feuille de papier et soumises au réactif de Saroja. On loca- 
lise ainsi les bandes de migration sur la partie centrale de la 
feuille. Ces bandes sont découpées et éluées par l’eau distillée. 
Les liquides d’élution des mémes taches, pour une série de chro- 
matogrammes, sont réunis et lyophilisés. Nous obtenons ainsi, 
a partir des taches de Raactose 0,54 dans ce solvant, une poudre 
légére, blanche, non hygroscopique. Rechromatographiée dans 
différents solvants elle se comporte comme un produit pur (fig.1). 
Elle est hydrolysable par la neuraminidase des virus de la grippe. 
Quoique faibles (quelques dizaines de milligrammes par opéra- 
tion), les quantités d’ALL ainsi obtenues sont suffisantes pour 
permettre des séries de mesure de l’activité neuraminidasique. De 
plus, le procédé est simple, reproductible aussi souvent qu’il est 
nécessaire. 


IDENTIFICATION DE L’ACIDE LACTOSE-LACTAMINIQUE ISOLE. — Pour 
identifier le produit obtenu, nous avons utilisé la méthode 
i l’anthrone de Scott et Melvin {83} pour le dosage du lactose sans 
hydrolyse préalable, et la méthode de Nelson {80] pour déterminer 
le pouvoir réducteur. L’acide sialique a été dosé par la méthode 
de Warren (89] 4 l’acide 2-thiobarbiturique, aprés hydrolyse au 
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bain-marie 4 100° par l’acide sulfurique 0,08 N. Les prélévements 
effectués 4 intervalles de temps réguliers montrent que, dans ces 
conditions, l’acide lactose-lactaminique se trouve hydrolysé en 
totalité au bout de quelques minutes (fig. 2). 

La méthode de Warren a été utilisée pour toutes les études 
ultérieures d’hydrolyse enzymatique de |’ ALL. Nous avons vérifié 
que, dans nos conditions expérimentales, seul 1’ANAN libre inter- 
vient pour la formation de la coloration rouge dont le maximum 
d’absorption est 4 549 mu. L’ANAN combiné dans ]’ALL n’inter- 
fére pas. Nous avons également vérifié que la représentation des 
variations de la densité optique & 549 mu en fonction de la 
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Fic. 2. — Hydrolyse acide par SO,H, 0,08 N au bain-marie 4 100° de l’ALL pur. 
En abscisses le temps en minutes, en ordonnées la densité optique 4 549 my. 
(méthode de Warren). 


quantité d’ANAN présent dans la prise d’essai (0,2 ml) est une 
droite jusqu’a une densité optique de 0,50 environ (0,05 micro- 
mole d’ANAN environ). Au-dessus de 0,05 micromole, la droite 
sinfléchit, et la formule de Warren (micromoles d’ANAN = 
0,075 x D. O. 549 mu) n’est plus utilisable. On peut alors se 
reporter a une courbe d’étalonnage préalablement établie. 

La méthode de Hestrin [15] a été utilisée pour la détermination 
des fonctions esters (O-acétyl), et celle de Ludowieg et Dorf- 
mann {26} pour celle des groupes N-acétyl. 

Les résultats de ces dosages sont rassemblés dans le tableau I, 
ot ils sont comparés a ceux publiés par d’autres auteurs. Les 
valeurs théoriques sont rapportées a l’acide lactose-lactaminique 
mono-acétylé, de poids moléculaire 633,47. 

L’acide lactose-O-acétyl lactaminique posséde deux groupes 
acéty] dans sa molécule, l’un sous forme ester (O-acétyl), Pautre 
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lié a l’azote aminé (N-acétyl). Le produit, qui nous a été adressé 
par R. Kuhn et que nous avons utilisé comme témoin de chro- 
matographie, montre une tache principale qui, dans tous les sol- 
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vants essayés, présente la méme mobilité que Il’acide lactose-lacta- 
minique mono-acétylé que nous avons préparé. Il faudrait donc 
admettre que ces deux substances ont des mobilités chromatogra- 
phiques tout a fait voisines, ou bien que l’acide lactose-O-acétyl 
lactaminique a perdu dans l’échantillon que nous avions en notre 
possession le groupement O-acétyl. 
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Les caractéristiques chromatographiques de l’acide lactose-N- 
acétyl lactaminique purifié que nous avons obtenu sont résumées 
dans le tableau II. 


TaBLeau II. 
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| Pyridine/acétate d’éthyle/acide acé- 
HIGUE/EATS 5252023 sacle ose sect aes 0,51 
|| 
| 
| Rlactose de lacide lactose-lactaminique purifié, dans différents systémes-sol- 
1} vants (papier Whatman numéro 1, chromatographie descendante). 
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PREPARATION DE L’ACIDE N-ACETYL NEURAMINIQUE. 
(EN ABREGE ANAN). 


Nous sommes partis de 20 g de mucoprotéine de la glande sous- 
maxillaire de boeuf extraite et purifiée suivant Curtain et Pye [5]. 
Les acides sialiques ont été libérés par hydrolyse acide, puis 
séparés selon le procédé de Svennerholm [85]. Aprés cristallisa- 
tion (Blix {2]), nous obtenons 176 mg d’aiguilles souvent en 
touffes qui, par chromatographie sur papier, s’avérent constituer 
un produit pur. Les eaux méres de cristallisation aprés lyophili- 
sation laissent un résidu qui est un mélange de 4 acides sialiques 
différents. 


Le produit cristallisé donne toutes les réactions des acides 
sialiques, en particulier les réactions caractéristiques avec le 
réactif de Bial, celui d’Ehrlich et le réactif a la résorcine. Aprés 
oxydation periodique, on obtient avec l’acide 2-thiobarbiturique 
(méthode de Warren {39]) une coloration rouge dont le maximum 
d’absorption est 4 549 mp. La détermination des fonctions esters 
(groupes O-acétyls) par la méthode de Hestrin [45] donne un 
résultat négatif. Deux dosages des groupes N-acétyls selon la 
méthode de Ludowieg et Dorfmann [26] ont donné les valeurs de 
12,0 et 18,2 p. 100 (le chiffre théorique pour un groupe acétyl 
par molécule est de 13,9 p. 100). Cet acide sialique cristallisé est 
done J’acide N-acétyl neuraminique. Son pouvoir réducteur corres- 
pond sensiblement a 10 p. 100 de celui du glucose. Il se conserve 
sans altération 4 — 20°. A la température ordinaire, il devient 
rouge et donne plusieurs taches a la chromatographie. 
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CONDITIONS EXPERIMENTALES 
DE L’ETUDE DE L ACTIVITE NEURAMINIDASIQUE. 


Des essais préliminaires nous ont conduits 4 adopter les condi- 
tions expérimentales suivantes : 


Le susstrat. — L’acide lactose-lactaminique purifié est conservé 
sous vide en présence d’anhydride phosphorique. On en fait une 
solution dans l’eau bidistillée a partir de laquelle on prépare des 
dilutions dont les concentrations varient entre 100 et 1 000 pg/ml. 
La solution mére est conservée congelée. 


SoLuTions tampons. — Aprés essais de solutions tampons 
véronal, phosphates, trihydroxyaminométhane (tris) qui sont 
toutes utilisables, nous avons retenu cette derniére. On prépare 
une solution de tris 4 24,2 g/l. A 50 ml de cette solution on ajoute 
la quantité d’acide chlorhydrique 0,2 N nécessaire pour obtenir 
le pH voulu. On complete a 100 ml avec de l’eau bidistillée. Le 
pH est controlé au potentiométre. 


Le virus. — La suspension mére des virions est en tampon 
phosphate 0,3 M de pH 7,0. Elle est utilisée immédiatement aprés 
la chromatographie, son titre étant ajusté selon les besoins par 
dilution dans le méme tampon phosphate. Le pouvoir hémagglu- 
tinant, exprimé en unités Hirst est titré vis-a-vis d’hématies 
humaines du groupe O Rh+. 


Réaction. — Tous nos essais ont été effectués sous le volume 
de 2,5 ml dans un thermostat 4 37° avec agitation constante. 
SCIAP EOIN esl assert endian ‘ovina Sn oe 1 ml 
"PARIOT: (CWS oo te wk einen sk eee Lociml 
DUGWENSION: COs VEU me) ect. eo Cee 0,5 ml 


La solution tamponnée du substrat et la suspension de virus 
sont préalablement équilibrées séparément a 37°. Au temps 0, et 
a intervalles de temps choisis et variables selon les concentrations 
en substrat et en enzyme, des prélévements de 0,2 ml sont effec- 
tués. On arréte Vhydrolyse enzymatique en plongeant le tube 
contenant le prélévement dans un mélange d’alcool méthylique et 
ue glace carbonique & — 75°, ce qui permet de différer le dosage 
des produits de la réaction. On procéde alors au dosage de l’acide 


N-acétyl neuraminique libéré (ANAN) suivant la technique de 
Warren. 


HYDROLYSE DE L’ACIDE 3’LACTOSE-LACTAMINIQUE 825 


RESULTATS 


ALLURE GENERALE DE LA REACTION ET pH optimum. 


Dans la gamme des pH étudiés (de pH 5,8 a pH 8,5), la libé- 
ration d’ANAN suit sensiblement une cinétique d’ordre zéro, jus- 
qu’a destruction d’environ 25 p. 100 du substrat. La figure 3 
montre que le pH optimum, déterminé en tampon tris, est sensi- 
blement égal a 6,8. 
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INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN SUBSTRAT. 


Afin de déterminer la constante de Michaelis, on a étudié, au 
pH optimum et pour une concentration fixe de virus, ]’influence 
de la concentration en substrat sur la vitesse initiale d’hydrolyse. 
La figure 4 concrétise les résultats. Le calcul de la constante de 
Michaelis est présenté par la figure 5 pour deux préparations dis- 
tinctes de virus, obtenues par chromatographie sur colonne de 
phosphate. La figure met en évidence la relation qui existe entre 
l’inverse de la vitesse initiale et inverse de la concentration en 
substrat. Les deux droites ainsi déterminées convergent sur le 
méme point des abscisses qui indique la valeur de — 1/Km, Km 
étant la constante de Michaelis [6, 25]. La convergence des deux 
droites au méme point sur l’axe des abscisses prouve que les 
propriétés enzymatiques du virus sont constantes d’une prépara- 
tion A une autre. On trouve Km = 2,75 x 10-*M. Le méme 
calcul, se rapportant 4 un virus préparé par la méthode au 
méthanol (Cox et coll. [4]), donne une valeur de Km = 2,1 x 10-* M. 


INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN VIRUS. 


La figure 6 montre qu’il existe une proportionnalité entre la 
vitesse initiale d’hydrolyse et la concentration en virus, tant 
que celle-ci est inférieure, dans nos conditions expérimentales, 
a 160 unités hémagglutinantes Hirst. 
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Fic. 4. — Influence de la concentration du substrat sur la vitesse d’hydrolyse. 
Les concentrations d’ALL sont de 123 (+ +), 492 (o— o), 861 (x x) 
et 1230 (e-——e) microgrammes/2,5 ml, soit de 0,077 4 0,777 micromoles/ml. 


La concentration du virus est de 256 unités Hirst/ml. En abscisses le temps en 
minutes, en ordonnées l’ANAN libéré, exprimé en micromoles/ml. 


ere 


Fic. 5. — Calcul graphique de la constante de Michaelis. En abscisses, les inverses des 

concentrations de substrat exprimées en micromoles/ml ; en ordonnées, les inverses 

des vitesses initiales exprimées en micromoles d’ANAN libérées/ml/mn. Les deux 

droites, obtenues avec deux concentrations différentes de virus (256 et 64 unités 

Hirst/ml), coupent l’axe des abscisses au méme point qui indique — 1 Km. Le 
calcul donne Km = 2,75 x 10—4M. 
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Fic. 6. — Relation entre la vitesse initiale d’hydrolyse de l’ALL et la quantité de 

virus, au pH optimum de 6,8 en tampon « tris », 4 37°C, et pour une concen- 

tration de substrat de 0,233 micromole/ml. En abscisses, les concentrations de 

virus exprimées en unités Hirst/ml; en ordonnées, les vitesses initiales d’hydrolyse 

exprimées en micromoles d’ANAN libéré/ml/mn, et la correspondance en unités 

d’activité enzymatique: 1 unité d’activité mneuraminidasique correspond Aa 
1 x 10— micromole d’ANAN libéré dans 1 ml pendant une minute. 


Il devient donc possible de définir une unité conventionnelle 
d’activité neuraminidasique comme l’ont déja fait, pour les virus 
du type A, Jacobs et Walop {418}. Pour ces auteurs, une suspension 
du virus titre 1 unité d’activité neuraminidasique lorsqu’elle libére 
1 micromole d’ANAN par minute. Cette unité beaucoup trop forte 
nous parait incommode et nous adopterons une unité 10° fois plus 
petite : une unité d’activité neuraminidasique U, c’est lactivité 
d’une suspension de virions qui libére par minute 10— micromole 


d’acide N-acétyl neuraminique 4 partir de l’acide 3’lactose-lacta- 
minique. 


DosAGE DU VIRUS PAR L’ACTIVITE NEURAMINIDASIQUE. 


Pour établir la relation existant entre la concentration en virus 
et l’activité neuraminidasique, il convient de se placer dans des 
conditions précises, notamment pour la température et le pH. 
A 87° et a pH 6,8 (pH optimum) qui constituent également les condi- 
tion proposées par Walop, Boshman et Jacobs [38], une suspen- 
sion de virions titrant 1 unité hémagglutinante Hirst sur hématies 
humaines O Rh+ manifeste une activité neuraminidasique trés 
sensiblement égale 4 1 unité U. 
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Le dosage du virus par mesure de l’activité neuraminidasique 
ne nécessite pas d’utiliser un substrat absolument pur. On peut 
se contenter d’employer |’ALL tel qu’il est obtenu par la méthode 
de préparation de Kuhn [22] ou de Heimer et Meyer [44]. Ce pro- 
duit étant tres hygroscopique, on le conserve en solution et la 
teneur en ALL est déterminée par la mesure du pouvoir réducteur. 
Celui-ci est inférieur a celui du lactose. Quand le dosage est pra- 
tiqué par la méthode de Nelson {80}, il convient, pour obtenir la 
teneur en ALL, de multiplier le résultat exprimé en équivalents 
lactose par le coefficient 1,26. 


INFLUENCE DES PRODUITS DE DEGRADATION 
SUR LA CINETIQUE D HYDROLYSE DE L’ALL. 


Nous avons vérifié l’action inhibitrice de 1 ANAN (fig. 7) qui 
avait déja été constatée, en particulier par Walop, Boshman et 
Jacobs [38] dans le cas du virus A,. 

Nous avons également vérifié que le virus préparé par chroma- 
tographie sur colonne de phosphate ne posséde pas de propriété 
aldolasique scindant 1’ANAN en hexosamine et pyruvate ; on sait 
en effet qu’une aldolase accompagne la neuraminidase dans les 
milieux de culture de Vibrio cholerae |9, 43). 


INFLUENCE INHIBITRICE DU CUIVRE. 


Nous avons noté (ainsi que l’indique la figure 7) le fort effet 
inhibiteur du cuivre a aussi faible concentration que 0,001 M. 


E 
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Fic. 7. — Effets inhibiteurs de 'ANAN et du cuivre sur lactivité neuraminidasique 


du virus. Hydrolyse d'une solution d’ALL (0,150 micromole/ml) par une suspen- 

sion de virus (256 unités Hirst/ml). En abscisses, le temps en minutes ; en ordonnées, 

VANAN libéré (exprimé en micromoles/ml). + + = témoin, e e= en 

présence de cuivre (SO,Cu 0,001 M), o o = en présence d’ANAN (0,258 micro- 
mole/ml). 
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DISCUSSION 


Les Myzxovirus ont la curieuse propriété de présenter une acti- 
vité enzymatique neuraminidasique, et l’on sait depuis peu que 
cette activité est supportée par une protéine particuliére, extrac- 
tible a partir des virions par action de la trypsine, et différente 
de lVagglutinine [27, 28]; cette protéine semble bien constituer 
enzyme spécifique. Dans les cas étudiés jusqu’’a présent, les 
Myxovirus agissent comme une o-glycosidase hydrolysant la 
liaison a-cétosidique unissant un acide sialique (1) 4 un ose [12, 
24, 22, 23). 


L’étude de Vactivité neuraminidasique des Myxovirus a d’abord 
élé entreprise sur des substrats complexes, tels que les mucopro- 
téines extraites de l’'urine humaine (Seto, Hickey et Rasmussen [34], 
Klenk, Faillard et Lempfrid [49}), de sérum humain (Bohm, Ross 
et Baumeister [4]), de glandes sous-maxillaires de divers animaux, 
et de nombreuses autres origines (Gottschalk [44}). Parallélement, 
les travaux de Trucco et Caputto [37], Kuhn et son école [7, 24, 22, 
23, 24), Heyworth et Bacon [46], Heimer et Meyer [44}, Mayron et 
Tokes (29] oft conduit, 4 partir d’extraits de glandes mammaires, 
de colostrums, de laits d’origines variées, 4 l’isolement de subs- 
tances de faibles poids moléculaires, constituées par un acide sia- 
lique lé a un sucre qui est le plus souvent le lactose. L’acide 
3’lactose-lactaminique (ALL) répond a la formule représentée 
dans la figure 8. 


Les Myxovirus Vhydrolysent en acide lactaminique et lactose ; 
c'est cette hydrolyse par Myzxovirus influenzae B souche Lee que 
nous étudions dans ce mémoire. Le virus a été purifié par chroma- 
tographie sur colonne de phosphate de calcium suivant Taverne, 
Marshall et Fulton [36], c’est-a-dire par un des meilleurs procédés 
de purification dont on dispose actuellement. L’ALL obtenu par 
les procédés de Kuhn [22] ou de Heimer et Meyer [44] s’étant révélé 
impur, nous avons mis au point un procédé de purification complé- 
mentaire par chromatographie sur papier suivie d’une élution. 
Les caractéres chromatographiques se sont trouvés identiques a 
ceux d’un échantillon d’acide lactose-O-acétyl neuraminique que 
nous avons obtenu grace a l’obligeance de R. Kuhn. Cependant, le 
dosage des groupements O-acétyls et celui des groupements N-acé- 
tyls nous permettent d’affirmer que le produit pur que nous avons 


(1) On appelle acides sialiques l’ensemble constitué par l’acide neu- 
raminique et ses divers dérivés O et N substitués. Acide lactaminique, 
acide N-acétyl neuraminique sont des termes synonymes. 
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isolé est l’acide 3’-lactose-lactaminique et non point l’acide 3’- 


lactose-O-acétyl-lactaminique. Il se peut que dans l’échantillon 
procuré par Kuhn ce dernier corps ait perdu le groupement O-acé- 
tyl, ou bien les deux substances ont-elles des mobilités chroma- 
tographiques tout a fait voisines. L’ensemble de ces difficultés 


HO-CH 
HC-NH COCH3 
0-GH 
HC-OH 
HC-OH 


CH2OH 


p 


ae “%-13 -1,4 . 
Ac. LACTAMINIQUE CANAN ) ——> D-GALACTOSE ——> D-GLUCOSE 


NEURAMINIDASE 


Fic. 8. 


fait que l’on ne saurait trop insister sur la nécessité, pour 1’ étude 
des caractéres enzymatiques des Myzxovirus, de préciser la pureté 
et Pidentité des substrats utilisés. Les publications portant actuel- 
lement sur ce sujet ne représentant que des notes préliminaires 
[18, 30, 38], il n’est pas possible d’apprécier le soin apporté par 
les auteurs 4 ce point particulier essentiel. 


On a trouvé que la cinétique de Vhydrolyse par le virus suit 
une réaction d’ordre zéro jusqu’a la destruction d’environ 25 p. 
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100 du substrat, le pH optimum étant de 6,8. La constante de 
Michaelis a pu étre déterminée. Elle est égale a 2,75x10-* M 
pour le virus purifié par la chromatographie sur phosphate de 
calcium et 4 2,1 x 10-*M pour le virus purifié par précipitation 
par le méthanol. Dans une note préliminaire, Noll, Aoyagi et 
Orlando [84] ont justement trouvé une constante de Michealis 
identique a cette derniére valeur pour la méme souche Lee, mais 
ils ne signalent pas le mode utilisé de purification du virus. Ces 
valeurs de Km sont nettement plus faibles que celles trouvées 
par Walop, Boshman et Jacobs [88] dans le cas des virus de 
la grippe du type A, ow elles sont de 6x 10— M. Dans la mesure 
ou la constante de Michaelis permet d’évaluer |]’affinité d’une 
enzyme pour son substrat, l’affinité des virus de type A chez 
Myzxovirus influenzae est plus faible vis-a-vis de l’acide 3’ lactose- 
lactaminique que celle de virus de type B. 


Ces caractéres cinétiques ont permis de définir une unité 
d’activité enzymatique que pour des raisons de commodité on a 
choisie 10° fois plus petite que celle proposée par Jacobs et 
Walop [48] : c’est activité d’une suspension de virions qui libére 
par minute 10—-* micromole d’acide N-acétyl neuraminique. A 37° 
et au pH 6,8, une unité hémagglutinante Hirst du virus titré sur 
hématies humaines O Rh +, correspond a peu prés a une unité 
neuraminidasique ainsi définie. Le titrage du virus par ce pro- 
cédé peut étre correctement effectué en utilisant du substrat impur. 


L’acide N-acétyl neuraminique se comporte comme un inhibiteur 
de l’activité neuraminidasique du virus, comme il a été déja cons- 
taté par Walop, Boshman et Jacobs [88] dans le cas du type A,. 
L’ion cuivre, méme a trés faible concentration (0,001 M), inhibe 
fortement cette activité. L’étude de ces inhibiteurs va étre entre- 
prise par nos soins. 


CONCLUSIONS 


Les caractéres cinétiques de l’hydrolyse de l’acide 3’ lactose- 
lactaminique pur, par les virions purifiés de la souche Lee de 
Myzovirus influenzae de type B, ont été étudiés. Ils ont permis 
de calculer la constante de Michaelis, trouvée égale a 2,75 x 10“ M 
ou 2,1x10—* M suivant le procédé de purification du virus, et de 
définir une unité d’activité neuraminidasique. On peut titrer le virus 
par mesure de cette derniére 4 37° et au pH 6,8 méme sur un subs- 
trat impur, avec une précision trés supérieure a celle du titrage par 
hémagglutination. L’acide N-acétyl neuraminique libéré lors de 
Vhydrolyse du substrat et lion cuivrique sont des inhibiteurs de 
activité enzymatique virale. 
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SUMMARY 


CINETICS OF THE HYDROLYSIS OF 3’ LACTOSE-LACTAMINIC ACID 
By Myzxovirus influenzae B (LEE STRAIN). 


The cinetics of the hydrolysis of the purified 3’ lactose-lac- 
taminic acid by purified virions from the Lee strain of Myzo- 
virus influenzae B have been studied. They made possible to 
work out the Michaelis constant (which was found to be either 
2.75x10— or 2.1x10- according to the purification process of 
the virus) and to define a neuraminidase unit of activity. Through 
measurement of this unit at 37° C and at pH 6,8, it is possible to 
titrate the virus, even from an impure substrate, with a better 
accuracy than the one afforded by the hemagglutination method. 
Cu ions and N-acetyl neuraminic acid, released by hydrolysis of 
the substrate, inhibit the viral enzymatic activity. 
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ETUDE HISTOLOGIQUE DES LESIONS 
PRODUITES PAR LE VIRUS « GAL» 
DANS DES CULTURES D’ORGANES EMBRYONNAIRES 
DE POULET 


par P. GOUBE DE LAFOREST (*). 


(College de France, Laboratoire d’Embryologie expérimentale 
(Directeur : Professeur Et. Wo.rr)) 


Le virus GAL fut isolé de la souche RPL 12 du virus de la 
leucose aviaire dans les conditions suivantes : aprés 15 ou 16 pas- 
sages de cette souche en culture de tissu, Burmester et 
coll. [8] constatérent que l’injection a l’animal n’entrainait plus 
la formation d’anticorps neutralisant le virus leucosique de la 
poule adulte. De plus, des animaux immunisés avec le virus 
soumis 4 des passages successifs ne résistaient plus a l’inocula- 
tion par la souche RPL 12 initiale. Ces observations conduisirent 
Burmester et coll. 4 incriminer la présence dans leur souche leuco- 
sique d’un second virus. Il pouvait se rattacher au groupe des 


virus orphelins des Gallinacés et les auteurs l’appelérent virus 
GAL (Gallus adeno-like). 


Ces faits furent confirmés presque simultanément par Atanasiu 
et coll. {4, 2] qui décrivirent les lésions microscopiques et ultra- 
microscopiques que le virus GAL produit chez l’embryon de 
poulet et dans les cultures cellulaires de foie embryonnaire de 
poulet. 


Enfin, nous avons nous-méme décrit briévement (Goube de 
Laforest [4]) les lésions déterminées par le virus GAL dans les 
organes embryonnaires de poulet cultivés suivant la méthode 
d’Et. Wolff et K. Haffen [6, 7]. Notre méthode de culture est celle 
mise au point dans ce laboratoire (Et. Wolff et P. Goube de 


Laforest [5]). Elle a été décrite en détail et nous n’y reviendrons 
pas ici. 


(*) Manuscrit recu le 4 juillet 1961. 
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MATERIEL ET METHODE 


Nous utilisons soit le milieu standard de Wolff et Haffen [6, 7] soit 
ce méme milieu dans lequel I goutte de solution de Tyrode est rem- 
placée par I goutte de sérum de cheval. L’incubation des cultures est 
prolongée pendant une nuit A 38°5C. Les cultures sont fixées au 
bout de quatre, parfois deux et cing jours. 

La souche de virus GAL nous fut aimablement fournie par le 
Dr P. Atanasiu, de 1’Institut Pasteur. Elle provenait du vingt-huititme 
passage de ce virus en culture de cellules hépatiques embryonnaires 
de poulet [4, 2]. 

Le virus fut inoculé 4 des explants de foie, de mésonéphros, de 
poumon, d’intestin, de gonades et de rate prélevés chez des embryons 
de poulet Agés de sept jours et demi a huit jours. 


RESULTATS 


_ Deux caractéres définissent les lésions spécifiques du virus GAL 
dans les explants : a) un degré variable de nécrose dans la zone 
infectée ou a son voisinage; 6) la présence d’inclusions intra- 
nucléaires trés basophiles occupant tout le noyau de quelques 
cellules. On peut y joindre un troisiéme élément : la limitation 
plus ou moins importante des lésions suivant l’organe considéré. 
A cet égard, c’est au niveau du foie et du mésonéphros que l’on 
observe les modifications histologiques les plus importantes. 


[LESIONS DU FOIE ET DU MESONEPHROS 


Ces deux organes sont les seuls A présenter des images de 
nécrose étendues (pl., fig. 1, 2, 3). Cette nécrose est totale ou 
partielle. Elle péut envahir une partie limitée de l’explant, mais 
souvent le processus gagne la presque totalité de la culture. 

La présence d’inclusions intranucléaires accompagne les lésions 
nécrotiques. Toutefois, et contrairement a ce que |’on observe par 
exemple avec le virus de la variole aviaire (Wolff et Goube de 
Laforest {5]), un nombre relativement restreint de cellules présente 
des inclusions. Ces cellules sont inégalement réparties a l’inté- 
rieur de l’explant et l’on rencontre ¢a et la au sein du tissu 
nécrosé un ou plusieurs éléments dont le noyau est envahi par 
une volumineuse inclusion. Cette inclusion se colore en bleu trés 
foncé par l’hémalun. Elle présente en général un aspect homo- 
gene. Parfois, cependant, la coloration bleu-nuit du centre de 
l’inclusion s’assombrit a sa périphérie. Le diagnostic diffé- 
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rentiel avec une simple pycnose nucléaire ne fait aucun doute, 
ne serait-ce qu’en raison de son volume qui atteint, sans le 
dépasser, celui d’un noyau normal. é 

Le cytoplasme situé au voisinage immédiat des inclusions céde 
souvent la place a une grande vacuole qui entoure le noyau 
infecté (pl., fig. 8). 

Enfin, comme l’avait observé Atanasiu (2 bis], il n’est pas rare 
d’observer des inclusions dans des cellules saines en apparence. 
Cependant, de telles images s’observent surtout dans les cultures 
de poumon, d’intestin ou de gonades. 


L&SIONS PULMONAIRES ET INTESTINALES. 


Dans le poumon et l’intestin, les lésions sont beaucoup moins 
étendues et moins fréquentes que dans le foie et le mésonéphros. 
In particulier, on ne rencontre jamais les vastes plages de nécrose 
que nous venons de décrire. Le seul signe net de lV’infection reste 
done ici la présence des inclusions intranucléaires basophiles, 


LEGENDE DE LA PLANCHIE 


Culture d’organes embryonnaires de poulet inoculés avec le virus GAL (Bouin- 
hémalun-éosine). 


Fic. 1. — Culture de foie embryonnaire. Fixation aprés cing jours de culture. 
Nécrose importante avec présence de plusieurs inclusions basophiles intranucléaires 
(fléches) [x 248]. 


Fic. 2. — Quatri¢me passage du virus sur explants de foie. Le processus de nécrose 
est au moins aussi intense que lors de la primo-culture (x 400). 
Fic. 3. — Explant de mésonéphros cultivé pendant cing jours. Nécrose importante. 
Assez nombreuses inclusions (x 192). 
Fic. 4. — Poumon inoculé avee le virus GAL et cultivé pendant cing jours. Lésions 
limitées a la précence d’inclusions intranucléaires (x 120). 
Fic. 5. — Méme préparation que sur la figure 4 centrée sur la zone de infection 
(x 460). 
Fic. 6. — Culture de poumon témoin (x 163). 
Fic. 7. — Culture de gonade en présence du virus fixée aprés cing jours. Quelques 


reliquats de mésonéphros ot prédomine l’'infection. On reconnait cependant deux ou 
trois inclusions en plein tissu glandulaire (fléches). 


Fic. 8. — Méme préparation que sur la figure 7, centrée sur la zone du mésonéphros 
Cx 520); 
Fic. 9. — Culture de tube intestinal inoculée avec le virus et fixée aprés cing 


jours. Noter la localisation trés particulitre des inclusions, l’absence de vacuoles 
périnucléaires et la saillie vers l’extérieur des cellules infectées (fléches). 
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encore que leur recherche demande parfois un examen systéma- 
tique de tout l’explant. 

Dans les cultures de poumon (pl., fig. 4 et 5), quelques cellules 
seulement présentent une inclusion. Le reste de l’explant est sain. 
Nous n’avons jamais noté d’invasion massive de l’explant par 
Vinfection, comme dans le cas du foie ou du mésonéphros. 


Dans les explants intestinauz (pl., fig. 9), les lésions sont encore 
plus diserétes qu’au niveau du poumon Leur topographie surtout 
est tout a fait caractéristique. Les inclusions, peu nombreuses 
d’ailleurs, s’observent uniquement, d’aprés nos résultats, dans les 
cellules situées a la périphérie du tube intestinal. Celles-ci font 
alors saillie 4 la surface de l’explant. Leur protoplasme dessine 
autour du noyau et de son inclusion une mince capsule cytoplas- 
mique adhérant le plus souvent au noyau sans aucun phénoméne 
de vacuolisation comparable a celui que nous avons décrit plus 
haut. Le reste de l’explant est absolument sain. On n’observe 
aucune nécrose, ou, si elle existe, elle apparait sans rapports avec 
le processus infectieux. Enfin, l’épithélium intestinal des cultures 
inoculées ne différe pas de celui des explants témoins. 


LESIONS DES GONADES. 


Dés nos premiéres expériences la résistance relative des glandes 
génitales (testicule ou ovaire embryonnaires) 4 l’infection attira 
notre attention. Les connexions anatomiques de ces organes avec un 
tissu aussi sensible que le mésonéphros nous ont done conduit a 
pratiquer soit des cultures de gonades isolées du mésonéphros, soit 
des cultures de testicule ou d’ovaire en présence de mésonéphros. 
On pouvait en effet se demander dans quelle mesure le contact 
de ce dernier favoriserait l’invasion des glandes génitales par 
Vinfection virale. Ces essais nous ont conduit aux conclusions 
suivantes : 


a) Nous n’avons retrouvé que trés rarement la présence d’inclu- 
sions dans les gonades en culture (pl., fig. 7, fléches). 


b) Lorsque les gonades sont cultivées en présence de méso- 
néphros, on ne note aucune augmentation appréciable de leur 
sensibilité a linfection. 

c) De telles cultures soulignent, en revanche, la spécificité mar- 
quée du virus dans le choix des tissus qu’il infecte. En effet, alors 
qu’un explant gonadique ne présente aucune ou de trés rares 
inclusions, les fragments de mésonéphros qui y adhérent peuvent 
étre le siége d’une infection trés nette (pl., fig. 7 et 8) : on observe 
alors a leur niveau les images de nécrose avec l’accumulation 
d’inclusions que nous avons signalée dans les cultures de 
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mésonéphros isolé. On notera, enfin, que l’association de gonades 
et de mésonéphros ne semble pas modifier l’aspect histologique 
des lésions mésonéphrétiques (pl., fig. 8). 


Cuttrures pu virus GAL DANS DES EXPLANTS SPLENIQUES. 


Contrairement aux autres organes inoculés in vitro avec le 
virus GAL, la rate semble opposer une résistance complete 
a V’infection par ce virus. Du moins, n’y rencontre-t-on jamais la 
présence d’inclusion caractéristique. Il n’est pas exclu cepen- 
dant que le virus puisse se multiplier dans les explants de rate 
sans y produire de lésions. 


RESUME ET CONCLUSIONS 


Nous avons inoculé des cultures organotypiques de foie, de 
mésonéphros, de poumon, d’intestin, de gonades et de rate 
embryonnaires avec le virus GAL isolé par d’autres auteurs dans 
la souche RPL 12 de la leucose aviaire. 


1° Tous ces organes ont présenté, a l’exception de la rate, des 
lésions spécifiques de l’infection par ce virus. Ces lésions se 
caractérisent : a) par des images de nécrose plus ou moins éten- 
dues, encore qu’elles puissent parfois faire complétement défaut ; 
b) par la présence d’inclusions intranucléaires hautement baso- 
philes; c) par une tendance a la vacuolisation du cytoplasme 
auréolant le pourtour du noyau infecté. 


2° Les lésions, trés importantes au niveau des explants de foie 
ou de mésonéphros, sont beaucoup plus limitées dans les cultures 
de poumon et d’intestin. Elles demeurent rarissimes dans les 
explants de gonades embryonnaires cultivées en présence ou en 
l’absence de fragments mésonéphrétiques. 


3° La résistance apparente de la rate a l’infection pose une 
série de problémes que nous nous proposons d’élucider. D’une 
part, absence de lésions manifestes n’implique pas que le virus 
ne puisse se multiplier au niveau de la rate. Atanasiu et coll. [4] 
ont en effet signalé que, chez l’embryon de poulet agé de 11 jours 
inoculé avec le virus GAL, la rate, comme le foie, est envahie par 
une « prolifération diffuse réticulo-histiocytaire ». Or, nos pre- 
miéres inoculations furent pratiquées sur des cultures de rates 
prélevées a sept jours et demi ou huit jours d’incubation. Nous 
avons donc entrepris des essais destinés 4 préciser d’une part la 
destinée du virus dans les cultures de rate de sept jours et demi 
a huit jours et, d’autre part, le réle éventuel de lage auquel 
sont prélevés chez l’embryon les explants spléniques. 
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SUMMARY 


IlisToLOGICAL STUDIES ON THE LESIONS INDUCED BY THE GAL virus 
IN CHICK EMBRYO ORGAN CULTURES. 


1. The GAL virus isolated by other authors from the RPL 12 
strain of avian leucosis was cultivated on fragments of 7 1/2- 
8 days old chicken embryo liver, mesonephros, lungs, intestine, 
gonads and spleen. 


2. Infection of the explants was indicated by zones of necrosis 
and by the presence in some cells of dark basophilic inclusions. 
These lesions have the same appearance as the lesions observed 
in infected embryos by other workers. 
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RECHERCHES SUR L’INACTIVATION IN VITRO 
DU POLIOVIRUS DANS L’EAU DE MER 


Par M. PLISSIER et P. THERRE (*). 


(Centre Méditerranéen de Recherches Biologiques, 
56, Bd Gorbella, Nice) 


Les hygiénistes sont préoccupés par le déversement a la mer 
des eaux polluées et des égouts, qui prend de plus en plus 
d’importance. 

Sur le probléme de l’inactivation des entérovirus dans la mer, 
les opinions souvent opposées ne sont étayées, a notre connais- 
sance du moins, sur aucune donnée expérimentale, alors que 
inactivation des entérobactéries a suscité de nombreux travaux. 


Si Melnick et coll. [4, 2], Kelly [8] ont étudié la présence des 
virus Coxsackie dans les égouts, si Rhodes et coll. [4] ont étudié 
la présence du poliovirus dans les eaux d’égouts, si Krauss et 
Weber [5] ont étudié la survie du virus de l’encéphalomyocardite 
de la souris dans l’eau potable et l’eau de surface, linactivation 
des poliovirus dans l’eau de mer ne parait pas avoir fait Pobjet 
de recherches publiées. 

Dans une premicre série d’expériences, ayant voulu restreindre 
le plus possible les variables extérieures, nous avons opéré in 
vitro, plagant le pohovirus dans de eau de mer maintenue dans 
Pobscurité et & une température constante. 


Il nous a paru intéressant de comparer l’inactivation du polio- 
virus dans l’eau de mer a celle obtenue dans l’eau d’alimentation 
de la ville de Nice et dans le milieu tamponné lactalbumine de 
Melnick modifié [6]. 

L’eau de mer provenait d’un lot unique, prélevé au large et 


utilisé moins de deux heures aprés son prélévement. Ses carac- 
téristiques étaient : 


Chiorunescenk@ lv tae eee ee 2A 
PH mewieimh, oes Beek eee + gag ere 8,2 


(*) Manuscrit recu le 13 juillet 1961. 
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L’eau de la ville a été prélevée & un robinet du laboratoire. 
Ses caractéristiques étaient : 


OM ORUES CI Olea rae cians 0,005 g p. 1 000 
RGSISULV ILS ace Ae acim os 6 areas ae 3 070 ohms a 20° 
8 7 ARC eee aes ao eeee ose 7,45 

GROG tes accos eb 3 ee oer ee néant 

)ZON CMME REIS aN Societe recone néant 


Ces trois milieux ont été stérilisés par filtration sur Seitz EKS II. 

Nous avons introduit dans ces trois milieux du poliovirus type I 
Mahoney a deux concentrations différentes : 10?° DCT,, et 10*° 
DCT,,. Celles-ci sont trés probablement beaucoup plus élevées 
que celles que l’on doit rencontrer dans les conditions naturelles, 
méme dans les zones trés polluées, mais les impératifs statistiques 
des titrages nous en faisaient une obligation. 

Une expérience préliminaire nous avait montré que le polio- 
virus s’inactivait lentement ; aussi, notre expérience est-elle éta- 
lée sur un mois. Dans un deuxiéme temps, nous étalerons sur 
plusieurs mois. 


TECHNIQUES 


Les méthodes employées sont classiques. 
1° CeLiuLes. — Lignée continue épithéliale KB. 


2° Miniseux. — Le milieu de culture pour les titrages était le lactal- 
bumine (Yeast de Dulbecco et Vogt [6]) additionné de 10 p. 100 de 
sérum de veau exempt d’inhibiteurs du poliovirus. Les dilutions des 
suspensions virales furent effectuées, pour les titrages, dans du milieu 
lactalbumine de Melnick (LaMel [6]). 


3° Trrraces. — La DCT,,/ml a été déterminée en tubes a hémolyse. 
Chaque dilution fut distribuée sous un volume de 0,10 ml dans 0,90 
de milieu contenant 50000 cellules. Cing dilutions semi-logarithmiques 
par titrage, 6 tubes par dilution, 6 tubes témoins cellules par titrage. 
Lecture au microscope inversé le cinquiéme jour. 


CONDUITE DE L’EXPERIENCE 


Le premier jour de l’expérience une suspension virale de titre connu 
est diluée dans chaque milieu d’inactivation jusqu’aux deux concen- 
trations choisies : environ 10? DCT,,/ml a 10° DCT,,/ml. Un titrage 
est effectué alors sur ces deux concentrations pour déterminer avec 
précision les titres de départ. 

Deux ml de chacune des deux concentrations de chaque milieu 
d’inactivation sont répartis dans 15 tubes de 16 en pyrex, bouchés au 
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chlorure de polyvinyle et plongés dans un bain-marie 4 17°, maintenu 
dans l’obscurité. 


Les titrages sont effectués tous les deux jours pendant trente jours 
sur un des 15 tubes de chaque milieu et de chaque dilution. 


DISCUSSION 


‘Les résultats sont exposés dans les tableaux et courbes (fig. 1) 
ci-joints. 

Le tableau I montre que l’inactivation du virus dans le LaMel 
ne parait pas étre sous la dépendance de la concentration initiale 
en virus. 


5 
ee 4 
3 
a 
1 
Io I4 20 3 Ojoors Bae) 20 30j 
Poliovirus dans l'eau de mer. Poliovirus dans du La Mel. 


log 


3 Io 20 30j 
Foliovirus dans 
de l'eau dtalimentation. 
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Tasteau I. — Ecart aprés trente jours, entre les titres initiaux et les 
titres finaux des différentes concentrations, selon les milieux 
d’inactivation. 


ECAR? INITIAL LAMEL, EAU DE LA VILLE | EAU DE MER 
gO rae ere ep wy ees Io? 109 1083 
EKeart initial 
moins écart final. fo) 10%? Iol3 


Par contre, la différence entre l|’écart initial et l’écart final du 
titre des deux séries de concentrations montre que l inactivation 
du poliovirus dans l’eau de mer et l’eau d’alimentation est sous 
la dépendance de la concentration en virus. 

En effet, dans nos conditions d’expérience, cette différence 
parait significative si elle est supérieure ou égale a 1 log. 

Cette donnée ressort également du tableau II qui montre une 
différence importante pour l’eau d’alimentation et eau de mer 
entre le temps d’inactivation de la moitié des DCT,,/ml initiales 
selon les concentrations de départ en virus. 


Tasteau I]. — Temps d’inactivation de la moitié des DCT, /ml initiales. 


SERIE LAMEL EAU DE LA VILLE EAU DE MER 
EOQuSt Meee case Supérieur Supérieur Supérieur 
a 30 jours a 30 jours a 30 jours 
UO? Te oacraiec Ac Supérieur 8,3 jours 12,5 jours 
a 30 jours 


Les tableaux III et IV montrent qu’a faible concentration, il 


parait y avoir une différence significative entre l’inactivation du 
poliovirus dans le LaMel d’une part, et dans l’eau de mer et 
VYeau d’alimentation d’autre part. 


Tasteau III. — Différence entre le titre initial et le titre final aprés 
trente jours. 


SERIE LAMEL EAU DE LA VILLE EAU DE MER 


Titre initial 
TO a as veieisbese «cits Iols Tots Iob? 
Titre initial 
LOM bet Sahel Iol2 Io”8 L025 
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Tanceau IV. — Différence entre le titre final du LaMel et le titre final 
des autres milieux aprés trente jours. 


EAU DE MER 


| 
SERIE | EAU DE LA VILLE | 
| | 
| 
LOGS tae: creitte seeker tere | 10% | To%4 
TOUS ersisseurteheenye role ols | 


Il n’y a pas de différence significative entre Vinactivation du 
poliovirus a forte concentration dans le LaMel d’une part et dans 
V’eau de mer et l’eau de la ville d’autre part. 

Enfin, pour les deux concentrations en poliovirus étudiées, 
il n’y a pas de différence significative entre l’inactivation du virus 
dans l’eau de mer et dans l’eau d’alimentation. 


a 


RESUME 


Dans les conditions d’expériences relatées ci-dessus, nous avons 
constaté que le poliovirus ne s’inactivait de facon significative 
qu’aprés plusieurs semaines tant dans l’eau d’alimentation que 
dans l’eau de mer. Nous n’avons pas constaté de différence 
d’inactivation significative entre le virus en suspension dans l'eau 
de mer et le virus en suspension dans l’eau d’alimentation de la 
ville de Nice. 


SUMMARY 


In vitro sTuDIES ON POLIOVIRUS INACTIVATION IN SEA WATER 


In the experimental conditions described the poliovirus was 
inactived to a significant degree only after several weeks in 
drinking water or in sea water. 

No significant difference of inactivation was observed between 
virus in the sea water or in the drinking water of the city of Nice. 
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DISSOCIATION ELECTROSTATIQUE ET ENZYMATIQUE 
DES COMPLEXES FORMES EN MILIEU OXALATE 
PAR LES PARTICULES DE PHAGE H-Sh 
ET LES CELLULES SENSIBLES DE SHIGELLA FLEXNERI F6S 


par M™° M. P. BEUMER-JOCHMANS (*). 


(Institut Pasteur du Brabant, Bruxelles) 


INTRODUCTION. 


Luria et Steer [44] ont montré que les particules de phage T5 
fixées en absence de calcium sur les cellules de la souche sen- 
sible Escherichia coli B, demeuraient inactivables par « blending », 
mais échappaient a l’action du sérum anti-phage. 

Nous-méme [3] avons constaté que les particules du phage H-Sh 
fixées en absence de calcium sur les cellules de Shigella 
flexneri F6S demeuraient, elles aussi, sensibles au « blending », 
mais étaient en outre inactivables par le sérum anti-phage. L’inac- 
tivation par blending des complexes F6S/H-Sh en milieu non 
calcifié est vraisemblablement due, comme l’ont montré Hershey 
et Chase [8} pour le phage T2, a Varrachement des enveloppes 
protéiques des phages avant que soit achevée l’injection de VADN 
du phage dans les cellules hétes. Par contre, la sensibilité des 
complexes F6S/H-Sh au sérum anti-phage parait étre en contra- 
diction avec le fait que les phages sont fixés sur les cellules hotes. 
En effet, on se représente mal comment les anticorps peuvent 
avoir acces aux sites spécifiques de la queue de phages déja fixés 
sur les bactéries sensibles, 4 moins que les liens qui unissent les 
particules H-Sh aux cellules de F6S en milieu oxalaté soient 
tellement laches que les phages puissent s’éluer et étre ensuite 
inactivés par ’immunsérum. Les suspensions infectées ayant tou- 
jours été centrifugées 4 froid, pour les débarrasser des phages 
libres, avant d’étre exposées a l’action du sérum anti-phage, on 
peut étre assuré qu’il y a eu fixation des phages sur les bactéries 
sensibles. Par ailleurs, tout au long des expériences, les bactéries 
infectées sont maintenues dans les conditions ioniques requises 


(*) Manuscrit recu le 27 juillet 1961. 
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pour assurer l’adsorption des particules de phage sur les cellules 
hdotes; la possibilité d’une élution de nature électrostatique, 
analogue a celle décrite par Puck et ses collaborateurs [7, 42], 
parait done exclue. Si la sensibilité des complexes F6S/H-Sh au 
sérum anti-phage en absence de calcium est la conséquence de 
l’élution des phages, celle-ci serait plutot de nature enzymatique 
et a rapprocher de l’élution du virus grippal décrite par 
Hirst [9, 10]. 

Nous exposerons d’abord les faits qui nous ont amenée a envi- 
sager la possibilité de |’élution enzymatique de H-Sh adsorbé sur 
F6S, puis nous nous efforcerons de la mettre en évidence et de 
la distinguer de la dissociation électrostatique des complexes. 


MATERIEL ET METHODE. 


Le phage H-Sh et la souche sensible de Shigella flerneri F6S ont été 
décrits précédemment (Beumer et coll. [2]). 

L’infection des cellules de F6S est toujours réalisée en maléate de 
sodium 0,4 M en Na+ additionné soit d’oxalate de sodium 10— M 
(maléate NaOx), soit de CaCl, a la concentration finale 2x10 M en 
Ca++ [maléate NaCa] (Beumer-Jochmans [3]). 

Nous avons décrit antérieurement (Beumer-Jochmans et coll. [4]) les 
milieux de culture, le mode de préparation des suspensions de bac- 
téries destinées 4 étre infectées, ainsi que les techniques utilisées pour 
les dénombrements de phages et de germes. I] en est de méme pour 
la préparation et l’utilisation du sérum anti-phage. 

Au cours de toutes les expériences qui seront exposées plus loin, des 
échantillons des suspensions de bactéries infectées centrifugées sont 
toujours exposés 4 l’action du sérum anti-phage, afin de contrdler s’il 
y a eu ou non invasion des cellules hétes par le matériel infectant des 
phages. 

La stérilisation par le toluol des suspensions de F6S infectées par 
H-Sh est réalisée comme suit: le mélange phages-bactéries est cen- 
trifugé 4 froid pour éliminer les phages non adsorbés, puis le culot 
est repris au volume initial dans le milieu choisi glacé ; un échantillon 
de 0,1 ml de la suspension ainsi préparée est porté dans un tube glacé 
contenant 0,9 ml du milieu choisi et quelques gouttes de toluol. On 
mélange énergiquement, puis on laisse reposer dix minutes dans la 
glace fondante ; on sépare alors la suspension bactérienne infectée du 
toluol et on la dilue dans les proportions voulues avant ]’étalement 
pour dénombrer les centres infectieux. Pour contréler la stérilisation 
des bactéries on ensemence deux boites de Petri chacune de 0,1 ml de 
la suspension infectée toluolée non diluée, soit 10 fois plus que la 
quantité ensemencée pour le dénombrement des germes. La présence 
des phages dams cette suspension n’interfére pas avec le contréle de 
stérilité, car ils y sont dix 4 vingt fois moins nombreux que les bac- 
téries. En général, il ne se développe aucune colonie, rarement 2 ou 3 
au plus. Lorsqu’on ensemence de la méme maniére une suspension 
infectée non traitée par le toluol, les colonies sont confluentes. 


Pour préparer les suspensions de cellules F6S tuées par la chaleur 
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on chauffe au bain-marie les cultures de F6S A 60°C pendant trente 
minutes, puis on les traite comme les cultures vivantes pour préparer 
les suspensions en maléate. Nous appellerons ces suspensions F6S60 
pour les distinguer des suspensions vivantes F6SV. 

Aprés divers essais nous avons établi les conditions suivantes pour 
le traitement des cellules de F6S par le métaperiodate de sodium : les 
bactéries centrifugées et lavées une fois en solution physiologique sont 
centrifugées 4 nouveau, puis mises en suspension dans du periodate de 
sodium 10M 8 la concentration d’environ 5 x 108 germes/ml. Cette 
suspension est portée quinze minutes au bain-marie 4 37° C en méme 
temps qu’une suspension témoin en solution de NaCl 10M. A la 
sortie du bain-marie on ajoute 4 chaque suspension 5 volumes de 
maléate de sodium Na+ 0,4 M oxalaté 10-°M, on centrifuge, puis on 
fait encore deux lavages en maléate NaOx. Les bactéries traitées au 
métaperiodate (F6SNaI0,) et les bactéries témoins (F6ST) sont alors 
mises en suspension & la concentration habituelle dans du maléate NaOx 
en vue de l’infection par H-Sh. Une suspension bactérienne préparée 
de la maniére habituelle (F6SN) est ajoutée a l’expérience. Nous avons 
été amenée & traiter les cellules de F6S par une forte concentration de 
periodate afin d’obtenir une modification des cellules en un temps 
trés court, car les phages H-Sh s’adsorbent médiocrement en maléate 
NaOx sur des cellules de F6S qui ont séjourné une heure a 37° C dans 
une solution diluée de NaCl; de plus, les phages qui s’y sont fixés 
s’éluent moins facilement que ceux fixés sur les cellules normales. 
Lorsque le séjour en NaCl 10-—* M a 37° C ne dépasse pas quinze minutes 
ces altérations des cellules témoins sont évitées. 


RESULTATS. 


1° Les particuLtes pE H-Sh apsorpies EN MALEATE Nat 0,4 M 
oxaLaTE 10-* M (maLéate NaOx) suR DES CELLULES TUEES DE F6S 
DEMEURENT CAPABLES DE FORMER DES PLAGES. — La sensibilité au 
sérum anti-phage des phages H-Sh fixés sur les cellules de Shigella 
flexneri F6S en maléate de sodium oxalaté pouvant faire douter de 
la réalité ou de la stabilité de leur adsorption 4 la surface des bac- 
téries sensibles, nous nous sommes efforcée de contrdler cette 
adsorption par un autre moyen que la centrifugation, utilisée seule 
au cours de nos expériences antérieures. Nous nous étions donc 
proposé de la contréler également par la méthode de Fredericgq [6], 
qui consiste a inactiver les complexes tout en laissant les phages 
libres intacts, en stérilisant les cellules hdtes par le chloroforme. 
Cependant, comme le chloroforme est toxique pour les particules 
de H-Sh, nous l’avons remplacé par le toluol qui stérilise rapi- 
dement les cultures de F6S, tout en respectant les phages H-Sh. 
A condition d’opérer en maléate ou en milieu nutritif tout au début 
de la période de latence, on ne risque pas d’étre géné par une 
lyse précoce analogue a celle obtenue par Séchaud et Kellen- 
berger [43] sous l’action du chloroforme. 
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Nous avons constaté qu’en milieu oxalaté, malgré la stérilisa- 
tion des cellules hétes, les phages H-Sh, dont ladsorption sur 
les cellules de Shigella flexneri ¥6S est controlée par centrifuga- 
tion a froid, demeurent capables de former des plages sur gélose 
nutritive oxalatée ensemencée de F6S. Au contraire, en milieu 
caleique, la stérilisation des cellules hdtes par le toluol s’accom- 
pagne réguliérement de l’inactivation des phages adsorbés. 

Ce résultat assez surprenant pourrait s’expliquer par un mau- 
vais choix de l’antiseptique, qui laisserait les bactéries aptes 
a reproduire les phages bien qu’elles soient incapables de former 
des colonies, si l’inactivation des complexes en milieu calcique 
ne venait infirmer cette hypothése. Néanmoins, afin de ne laisser 
subsister aucun doute a cet égard, nous avons vérifié que H-Sh 
ne peut se multiplier, en milieu oxalaté, aux dépens de cellules 
de F6S tuées par le toluol. 


Tasreau I. — Formation de plages par H-Sh adsorbé en maléate 
Na+ 0,4 M oxalaté 10—2: M sur des cellules tuées de Shigella 
flexneri F6S. 


NOMBRE DE PHAGES H-SH DENOMBRES COMME : 


Phages introduits Phages adsorbés Phages libres 
I Sur F6S V en maléate NaOx 275 


IW utiv IV Sur F6S 60 en maléate NaCa 23) dans le LS de III 8 
266 Sur I additionné de Ca++ 213) dansle LS de IV 5) 
Sur II additionné de Ca*+* II 


| II Sur F6S 60 en maléate NaOx 200] dansle LS de [12 |}, 
‘| dans les suspensions |III Sur F6S V en maléate NaCa 286) dans le LS de II 155 |; 


3 
Nombre de phages contenus dans 0,1 ml de dilution 10—* des suspensions micro- 
biennes infectées et des liquides surnageants (LS). 


Les phages H-Sh adsorbés sur des cellules de Shigella 
[lexnert F6S tuées préalablement A Vinfection par des procédés 
aussi différents que le toluol ou trente minutes de chauffage 
a 60°C, demeurent capables de former des plages sur milieu 
oxalaté ensemencé de F6S si ladsorption est réalisée en maléate 
NaOx, mais ils sont inactivés si l’adsorption a lieu en maléate 
NaCa. Enfin, si on ajoute aux complexes F6S60/H-Sh formés en 
maléate NaOx une quantité de calcium suffisante pour assurer 
Pinjection du matériel infectant, ils perdent immédiatement leur 
aptitude a former des plages (tableau I). 

Il n’est pas douteux que les phages H-Sh s’adsorbent sur les 
cellules de F6S en maléate NaOx, puisqu’ils se retrouvent avec 
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les bactéries dans le culot de centrifugation, mais il nous parait 
non moins certain qu’ils ne peuvent former des plages qu’a condi- 
tion de se détacher des bactéries tuées sur lesquelles ils étaient 
fixés, pour réinfecter ensuite les bactéries vivantes dont on ense- 
mence la gélose d’étalement ; ces derniéres y sont en grand excés 
par rapport aux germes morts étalés avec les phages; par 
conséquent, si l’élution a leu, les refixations sur les bactéries 
tuées sont trés peu probables. 


2° ELUTION DES PARTICULES DE H-Sh FIxbes SUR DES CELLULES 
TUEES DE F6S en matbateE NaOx. — Afin de vérifier si les 
phages H-Sh fixés en maléate NaOx sur des germes tués sont 
capables de s’éluer et d’infecter ensuite des bactéries vivantes 
et de former des plages, nous avons réalisé l’expérience suivante : 


Une suspension de F6S en maléate NaOx, stérilisée par trente 
minutes de chauffage a 60° C (F6S60), est infectée de H-Sh dans 
les conditions habituelles. Aprés centrifugation a froid et mise en 
suspension du culot au volume initial en maléate NaOx glacé, on 
étale le LS et la suspension de F6S60 infectée (F6S60/H-Sh) pour 
dénombrer les phages libres et les phages fixés. Simultanément, 
deux tubes maintenus au bain-marie 4 387° C, contenant chacun 
0,9 ml d’une suspension de cellules vivantes de F6S (F6SV) en 
maléate NaOx, et deux autres tubes contenant chacun 0,9 ml d’une 
suspension dans le méme milieu, mais de cellules tuées par 
chauffage a 60° C (F6S60), recoivent chacun 0,1 ml de la suspen- 
sion infectée centrifugée (F6S60/H-Sh). Aprés avoir bien mélangé, 
on laisse séjourner ces quatre tubes dix minutes au bain-marie 
a 37° C, puis on ajoute 0,1 ml de CaCl, 10-'M a un des tubes 
F6SV et a un des tubes F6S60, les deux autres tubes recevant 
chacun 0,1 ml de maléate NaOx. On mélange et on maintient les 
tubes dix minutes encore au bain-marie 4 37° C, aprés quoi on 
dilue et on étale. 


Les dénombrements de centres infectieux montrent (tableau IT) 
que pratiquement 100 p. 100 des phages fixés sur F6S60 dans le 
maléate NaOx forment des plages. Aprés dilution de F6S60/H-Sh 
dans la suspension de F6SV, on retrouve 87 p. 100 de phages 
actifs dans le témoin et 90 p. 100 dans la suspension additionnée 
de calcium. Par contre, aprés dilution de F6S60/H-Sh dans F6S60, 
on ne retrouve que 60 p. 100 de centres infectieux dans le témoin 
et 2,6 p. 100 seulement aprés addition de calcium. 


L’addition de calcium a une suspension de F6S60, préalablement 
infectée de H-Sh en maléate NaOx, a pour effet d’inactiver la 
presque totalité des phages fixés (97,4 p. 100), mais ceux-Cl 
peuvent étre « sauvés » s’ils sont dilués dans une suspension dense 
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de bactéries vivantes préalablement a l’addition de calcium. Ceci 
nous parait montrer clairement qu’il peut y avoir déplacement, 
vers des bactéries vivantes, des phages H-Sh fixés en absence de 
calcium sur des cellules de F6S tuées. 


Tasreau Il. — Déplacement des phages H-Sh adsorbés en maléate 
Na+ 0,4 M oxalaté 10—3M sur des cellules tuées de Shigella 
flexneri F6S vers des cellules vivantes de ce germe. 


NOMBRE DE PHAGES H-SH DENOMBRES 
DANS LES SUSPENSIONS 


Phages introduits 


dans I I F6S 60/H-Sh en maléate NaOx 264 
yl II F6S 60/H-Sh dilué au ro® dans 
F6SV en maléate NaOx 22 i= B79, ee! 


III F6S 60/H-Sh dilué au 1o® dans 
F6SV en maléate NaOx + Cat+ 242 = 90 % de I 

Phag s non adsorbés IV F6S 60/H-Sh dilué au r1o® dans 
(LS) F6S 60 en maléate NaOx 157 — 60 8, dewt 

82 V FOS 60/H-Sh dilué au t1o® dans 
F6S 60 en maléate NaOx + Catt 7 = 2, be gmaee Ll 


Nombre de phages contenus dans 0,1 ml des dilutions 1o— de I et du LS de I et 
o,1 ml des dilutions ro—* de II, III, IV, V car I a été dilué au 1o¢ dans chacune 
de ces suspensions. 


3° ELUTION ENZYMATIOQUE DES PARTICULES DE PHAGE H-Sh apsORBEES 
EN MALEATE NaOx sur LES CELLULES DE F6S. — L’élution des phages 
H-Sh fixés en maléate NaOx sur des cellules tuées de F6S étant 
démontrée, quoique de maniére indirecte, nous nous sommes 
efforcée de la mettre en évidence a partir de cellules Vivantes et 
dans les mémes conditions ioniques que ci-dessus. I] nous parais- 
sait essentiel, pour confirmer la réalité de l’élution, de récupérer 
des phages libres actifs dans le liquide surnageant aprés centrifu- 
gation d’une suspension de cellules de F6S préalablement infec- 
tées de H-Sh. Puisque l’élution des particules de H-Sh adsorbées 
sur les cellules de F6S en maléate NaOx parait s’effectuer dans 
le milieu, qui est celui-la méme qui assure l’adsorption, ]’élution 
ne peut-étre de nature électrostatique, elle est vraisemblablement 
de nature enzymatique. S’il en est ainsi, il est probable qu’elle se 
produit a chaud mais pas a froid. D’autre part, les travaux de 
Puck et de ses collaborateurs [7, 12] ayant montré que la premiére 
phase de l’adsorption, de nature électrostatique, est pratiquement 
aussi rapide a 0° C qu’a 37° C, nous avons supprimé le refroidis- 
sement avant centrifugation, car il est possible qu’aA sa faveur 
aient lieu des refixations qui empéchent la mise en évidence de 


/ 
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Pélution 4 chaud. Pour vérifier notre hypothése, nous avons pro- 
cédé comme suit : 


La premiére partie de l’expérience consiste A infecter, dans les 
conditions habituelles 4 37° C, 5,4 ml d’une suspension de cellules 
vivantes de F6S en maléate NaOx au moyen de 0,6 ml d’une dilu- 
tion appropriée de H-Sh. Aprés cing minutes de séjour au bain- 
marie a 87° C, cette suspension est partagée en deux portions de 
3 ml, dont Lune est immédiatement centrifugée, tandis que l’autre 
est préalablement glacée selon la technique habituelle. Aprés cen- 
trifugation, on dénombre les phages libres dans les LS et les 
phages adsorbés dans les culots de centrifugation mis en suspen- 
sion au volume initial en maléate NaOx glacé. Un échantillon de 
chacune des suspensions ainsi obtenues est également exposé a 
Vaction du sérum antiphage. 


Les résultats de cette premiére partie de l’expérience (tableau II) 
montrent que l’adsorption des particules de H-Sh sur les cellules 
de F6S en maléate NaOx ne peut étre mise en évidence de facon 
nette que si les bactéries sont centrifugées a froid. Les conditions 
loniques de la fixation étant réalisées en maléate NaOx, pour 
quelle raison dénombre-t-on seulement 16 p. 100 de particules 
adsorbées aprés centrifugation 4 chaud et 97 p. 100 apres centri- 
fugation a froid ? A cette question, la seconde partie de |’expé- 
rience répond partiellement ; elle est réalisée de la maniére sui- 
vante : 

2 ml de la suspension de F6S/H-Sh obtenue par centrifugation 
a froid, que nous désignerons par F6S/H-Sh37-O pour la distin- 
guer de celle préparée par centrifugation 4 chaud (F6S/H-Sh37-37), 
sont partagés en deux portions égales. Une portion est portée dix 
minutes au bain-marie a 37°C puis centrifugée a chaud (F6S/ 
H-Sh37-O0-37) tandis que l’autre séjourne dix minutes dans la 
glace avant d’étre centrifugée a froid (F6S/H-37-O-0). Les LS, 
ainsi que les culots de centrifugation repris au volume initial en 
maléate NaOx glacé, sont étalés pour dénombrer les centres infec- 
tieux. En outre, un échantillon de chacune des suspensions 
F6S/H-Sh37-0-87 et F6S/H-Sh37-O-O est exposé a l’action du 
sérum antiphage. Notons encore que la survie des phages libres 
en maléate NaOx est contrdlée dans des conditions de tempéra- 
tures identiques a celles auxquelles sont exposées les suspensions 
de bactéries infectées (tableau III). 


La seconde partie de Vexpérience répond a la question 
soulevée par le résultat de la centrifugation 4a chaud : elle 
montre qu’en maléate NaOx, la stabilité des complexes I'6S/H-Sh 
est beaucoup plus grande 4a froid qu’a chaud. En effet, 
a 387°C Jélution des phages fixés est rapide et elle inté- 
resse presque tous les phages demeurés sensibles au sérum anti- 
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Tanueau III. — Dissociation & 37°C des complexes F6S/H-Sh formés 
a froid en maléate Na+ 0,4 M oxalaté 10—3 M. 


PHAGES DENOMBRES APRES CENTRIFUGATIONS A 
Phages introduits dans la 
suspension de F6S. 233 ee: jue 
Culot LS Culot LS 
Phages dénombrés apreés 
action du sérum  anti- 
phage sur : F6S/H-Sh 37-37-37) 231 | FOS/H-Sh 37-0.224) 34 
F6S H-Sh 37-37. II| (16 % des phages (97 % des phages 
F6S H-Sh 37-0.. 30) introduits) introduits) 
Phages survivants : F6S/H-Sh F6S/H-Sh 
SOR Sous hepa I9QI 37-0-39 fi0 2-8 37) 152 37-0-0 ... 208] 6 
37=O=O) ainie cee + 227| (16,8 % des phages (86 % des phages 
adsorbés a froid) adsorbés a froid) 


Nombre de phages contenus dans 0,1 ml de dilution ro—* des suspensions micro- 
biennes infectées et des LS et dans 0,1 ml de dilution 1o—* des suspensions infectées 
exposées au sérum anti-phage, car ces derniéres sont diluées au 10¢ dans le sérum. 


phage. Cette élution est vraisemblablement de nature enzymatique, 
elle est & rapprocher de celle du virus grippal adsorbé sur des 
globules rouges, décrite par Hirst [9, 40). 

Des expériences complémentaires réalisées dans les conditions 
que nous avons précédemment établies pour |’étude de la fixation, 
a cette difference prés que les mélanges phages-bactéries sont 
constamment maintenus 4 la température de la glace fondante, 
nous ont montré qu’en cing minutes, 90 a 95 p. 100 des phages 
H-Sh introduits dans une suspension de cellules de F6S en maléate 
NaOx s’adsorbent sur les germes sensibles. Les phages adsorbés 
a froid sont sensibles au blending et au sérum anti-phage. II est 
done vraisemblable, étant donné la tendance aA la dissociation 
manifestée a 87° C par les complexes F6S/H-Sh en maléate NaOx, 
qu’une proportion importante de ceux que nous dénombrons 
habituellement aprés adsorption a 37° C suivie de centrifugation 
a froid se forment en réalité au cours du refroidissement. 

Notons encore que l’instabilité a 37° C des complexes F6S/H-Sh 
est particuliére aux complexes formés en maléate NaOx : lorsque 
Vadsorption a leu a 387° C en maléate NaCa, les proportions de 
phages adsorbés et de phages libres sont identiques, que la cen- 
trifugation soit effectuée a froid ou a chaud. 


4° DISSOCIATION ELECTROSTATIQUE DES COMPLEXES F'6S/H-Sh ror- 
MES EN MALEATE NaOx. — Si, faute de calcium, les complexes 
F6S/H-Sh formés en maléate NaOx ne peuvent évoluer au-dela 
du stade de l’adsorption réversible, il doit étre possible de récu- 


- 
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pérer des phages libres actifs lorsque ces complexes sont mis en 
suspension en milieu faiblement ionique. Une telle dissociation 
doit étre réalisable a froid, car elle ne met en jeu aucune réaction 
enzymatique ; il s’agit d’un phénoméne purement électrique. Afin 
de mettre en évidence la dissociation électrostatique des com- 
plexes F6S/H-Sh et de la distinguer de 1’élution enzymatique, 
nous avons procédé comme suit 

Infectons, dans les conditions habituelles 4 37° C, 3,6 ml d’une 
suspension de bactéries F6S en maléate NaOx au moyen de 0,4 ml 
dune dilution adéquate de H-Sh. Aprés cinq minutes de séjour 


Tasteau IV. — Dissociation a froid en milieu faiblement ionique des 
complexes F6S/H-Sh formés en maléate Na+ 0,4 M oxalaté 10—3 M. 


MALEATE 0,4 M MALEATE 4 X I0-? M 
EN Nat EN Nat 
OXALATE Io—? M OXALATE 10—M 
Nombre initial de com- 
plexes. 209 197 
Aprés to mn de séjour 
ao °C et centrifugation a 
froid, nombre de phages : 
Ganselesculotenn.tem 155 20 
GANS ELE AS sere rs 20 131 


Nombre de phages contenus dans 0,1 ml de dilution 10-4 des suspensions micro- 
biennes infectées et des LS. 


a 37° C, cette suspension est partagée en deux fois 2 ml, qui 
sont glacés et centrifugés a froid. Les phages libres sont dénom- 
brés dans les LS. Les culots de centrifugation sont remis en 
suspension au volume initial, ’un en maléate NaOx (0,4 M en 
Nat), l’autre en maléate 4x10-*M en Nat et oxalaté 10M. 
Un échantillon de chacune de ces suspensions est étalé pour 
dénombrement des centres infectieux et exposé a l’action du 
sérum anti-phage afin de controler l’absence de calcium dans les 
maléates. Pendant ces manipulations, les deux suspensions sont 
conservées dans la glace et soigneusement préservées de toute 
possibilité de réchauffement. Aprés dix minutes de séjour dans la 
glace, elles sont centrifugées a froid, ensuite on dénombre les 
phages libres dans les LS et les phages adsorbés dans les culots 
remis en suspension au volume en maléates glacés (tableau IV). 


La concordance entre le nombre de centres infectieux dénombrés 
apres mise en suspension des complexes F'6S/H-Sh en maléate 
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NaOx ou en maléate 4x 10— M en Nat est excellente, mais aprés 
dix minutes de séjour dans la glace, suivi de centrifugation a 
froid, on enregistre une perte du nombre total des centres infec- 
tieux, un peu plus marquée en maléate Nat 4x10~*M qu’en 
maléate NaOx. Mais, fait important, en maléate 4x10-*M en 
Na+, 65 p. 100 des phages initialement adsorbés sur des cellules 
de F6S se retrouvent a l’état libre dans les LS, et 10 p. 100 seu- 
lement dans le culot. Par contre, comme prévu, en maléate NaOx 
a froid, il n’y a pratiquement pas d’élution des phages fixés, dont 
12 p. 100 seulement se retrouvent dans les LS et 75 p. 100 dans 
le culot de centrifugation. La dissociation électrostatique des 
complexes F6S/H-Sh formés en maléate NaOx est donc possible 
en solution faiblement ionique, elle a lieu 4 froid dans des condi- 
tions ou |’élution enzymatique est impossible. Il s’agit donc bien 
de deux phénoménes différents. 


5° ADSORPTION IRREVERSIBLE EN MALEATE NaOx pu PHAGE H-Sh 
SUR LES CELLULES DE F6S TRAITEES PAR LE METAPERIODATE DE 
sop1um. — On sait que le virus grippal peut s’adsorber sur des 
globules rouges préalablement traités par le periodate de sodium, 
mais qu'il ne peut plus s’éluer (Fazekas de St. Groth [5]). Puisque 
le récepteur du phage H-Sh chez F6S est de nature lipopolysac- 
charidique (Beumer [4]), nous avons pensé qu’il serait peut-étre 
possible d’obtenir en maléate NaOx l’adsorption irréversible du 
phage H-Sh sur les cellules de F6S traitées par le periodate. 


Pour mettre en évidence le caractére irréversible de l’adsorp- 
tion de H-Sh sur les cellules de F6S traitées par le periodate de 
sodium, nous avons répété la seconde partie de l’expérience 3 
au moyen d’une suspension normale de cellules de F6S (F6SN), 
d’une suspension identique ayant séjourné au bain-marie a 37° C 
en NaCl 10~ M (F6ST) pendant la durée du traitement au perio- 
date, et d’une suspension de cellules traitées par le periodate 
(F6SNal0,), toutes trois infectées en maléate NaOx dans les 
conditions habituelles et centrifugées a froid. 


Lorsqu’on examine les résultats d’une telle expérience rap- 
portés dans le tableau V, on remarque que le traitement par le 
periodate a tué la presque totalité des bactéries F6S. Les phages 
H-Sh s’adsorbent néanmoins sur ces cellules si on en juge par 
le dénombrement des phages libres dans le LS, mais ils sont 
inactivés ; ils ne forment plus de plages. Cette constatation suffit 
déja a suggérer qu’il n’y a pas élution des phages adsorbés sur 
les bactéries traitées par le métaperiodate. Le fait est confirmé 
dans la seconde partie de l’expérience, puisqu’on ne récupére pas 
de phages actifs dans le LS provenant de la suspension qui contient 
les cellules traitées par le métaperiodate, alors qu’on en retrouve 
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95 p. 100 dans le LS provenant de la suspension de cellules nor- 
males, et 72 p. 100 dans celui provenant de la suspension témoin. 

Indépendamment du résultat de cette expérience, notons qu’a 
froid, il y a une perte importante de centres infectieux (50 p. 100 
environ). Le fait n’est pas constant, mais il s’observe fréquem- 
ment et avec plus ou moins d’intensité. Son caractére sporadique 
ne nous permet pas d’en donner actuellement une interprétation 
quelconque. 


Tasteau V. — Adsorption irréversible du phage H-Sh en maléate 
Na+ 0,4 M oxalaté 10—3 M sur les cellules de Shigella flexneri F6S 
traitées par le periodate de sodium. 


SUSPENSIONS 


F6S normal | Fo6S témoin F6S NalO, 


Culote ES te Culoe as 2 Culot LS 


Phages dénombrés dans les suspen- 
sions, imtectées initiales 222 .5.25< 443 92 442 67 7 ° 


Phages dénombrés aprés ro mn 4 0 °C 
et centrifugation a froid ....... 232 32 243 18 F fo) 


| Phages dénombrés aprés Io mu a 
37 °C et centrifugation a chaud ... 18 420 13 319 2 ° 


| Nombre de cellules vivantes avant 
SILECELOM SS Oe sc cctan beets sige ees ole 245 302 I 


Nombre de phages contenus dans 0,1 ml de dilution 1o—* des culots repris au 
volume initial et des LS. 

Nombre de germes vivants contenus dans 0,1 ml de dilution 10—* des suspensions 
F6S N, F6S T et dans 0,1 ml de dilution 1o—* de la suspension FoS NalIO,. 


Discussion. 


‘La sensibilité aux anticorps antiphage des particules de phage 
H-Sh adsorbées en milieu sans calcium sur des cellules de Shi- 
gella flexneri F6S pourrait faire douter de la réalité de l’adsorp- 
tion si les expériences qui mettent cette sensibilité en évidence 
n’étaient toujours réalisées au moyen de bactéries infectées cen- 
trifugées, donc séparées des phages non adsorbés, et constam- 
ment maintenues en milieu de concentration ionique élevée (Beu- 
mer-Jochmans et coll. [4]). En effet, si, 4 un moment quelconque 
de l’expérience, les complexes F6S/H-Sh séjournaient en milieu 
faiblement ionique, une dissociation électrostatique analogue a 
celle décrite par Puck, Garen et Cline [42] pourrait avoir lieu 
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pour autant que ces complexes fussent demeurés au stade de 
Vadsorption réversible. 

La formation de plages en milieu oxalaté 0,4 M en Na+ (LB 
NaOx gélosé) ensemencé de F6S par des phages H-Sh adsorbés 
en maléate Na+ 0,4 M oxalaté 10-* M (maléate NaOx) sur des 
cellules tuées de Shigella flexneri F6S ne peut, elle non plus, 
s’expliquer autrement que par la dissociation des complexes en 
milieu oxalaté de concentration ionique élevée. 


La mise en évidence de l’adsorption a froid des phages H-Sh 
sur les cellules de Shigella flexneri F6S en maléate NaOx, jointe 
a celle de la dissociation 4 chaud des complexes F6S/H-Sh dans 
ce maléate, permettent, nous semble-t-il, de donner une explication 
cohérente de la sensibilité au sérum anti-phage des particules de 
H-Sh fixées sur F6S en maléate NaOx, ainsi que de leur aptitude 
a former des plages en milieu oxalaté aprés adsorption sur des 
cellules tuées de F6S. 

Lorsqu’on mélange en maléate NaOx des cellules de Shigella 
flexneri F6S et des phages H-Sh, les conditions ioniques néces- 
saires 4 la formation des complexes sont réalisées, mais |’injec- 
tion du matériel infectant dans V’hdte n’a pas lieu [4]. A 37° C, 
une réaction enzymatique se déclenche, qui a pour effet de libérer 
les phages intacts des liens qui les unissent aux cellules sensibles. 
Si le mélange est refroidi, adsorption des phages a lieu, mais 
la réaction enzymatique responsable de |’élution est bloquée, les 
complexes ne se dissocient pas. Si on centrifuge a froid, les phages 
se retrouveront donc dans le culot bactérien. Remis en suspension 
et reportés 4 387° C, les complexes formés a froid se dissocient 
a nouveau, méme si le milieu est 0,4 M en Nat; si, en outre, 
celui-ci contient du sérum anti-phage, les particules éluées sont 
inactivées au fur et aA mesure de leur libération. La formation 
des plages par les phages adsorbés sur les cellules mortes s’expli- 
que de la méme maniére ; la centrifugation a froid montre sans 
ambiguité que les phages se sont fixés sur les bactéries mortes, 
mais 4 la faveur du réchauffement dans le milieu de culture les 
phages s’éluent et se refixent sur les bactéries vivantes dont le 
milieu est ensemencé. Ces derniéres y sont en large exces par 
rapport aux bactéries tuées, et comme elles se multiplient, les 
chances de refixation sur des cellules mortes sont infimes. 


Ceci montre que les complexes F6S/H-Sh formés en absence 
de calcium demeurent instables. Cette instabilité est encore confir- 
mée par le fait que ces complexes se dissocient également en 
milieu faiblement ionique. Cette dissociation a lieu a froid; de 
nature ionique, elle est analogue a celle décrite par Puck et ses 
collaborateurs [42]. Elle se différencie donc de la dissociation en 
maléate NaOx qui n’a leu qu’a chaud, et qui, elle, est A rappro- 
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cher de ]’élution du virus grippal adsorbé sur les globules rouges 
décrite par Hirst {9, 40}. 

‘Le fait que les phages H-Sh adsorbés en maléate NaOx sur 
des bactéries F6S traitées par le métaperiodate de sodium ne 
s’éluent plus a 37° C, n’est pas en contradiction avec l’hypothése 
de l’élution enzymatique. En effet, lantigéne glucido-lipidique de 
Shigella flexneri F6S est un édifice moléculaire extrémement 
complexe, dont certains groupements seulement sont responsables 
de l’adsorption des phages H-Sh (Beumer [4]). Par conséquent, 
on peut concevoir que des altérations minimes apportées a l’anti- 
géne glucido-lipidique par le traitement modéré au_ periodate 
rendent l’attaque par l’enzyme impossible, tout en respectant 
l’aptitude a fixer des phages H-Sh. 

Le phage H-Sh serait équipé d’au moins deux systémes enzy- 
matiques antagonistes : l’un exigeant le calcium est indispensable 
a linjection du matériel infectant dans l’hdte lorsque celui-ci est 
un germe S, tandis que l’autre fonctionnant en milieu oxalaté 
libére les phages adsorbés des liens qui les unissent aux bactéries 
sensibles porteuses d’antigéne O. 

Nous avons vu précédemment {8} qu’en milieu totalement privé 
de calcium la multiplication de H-Sh chez F6S est impossible, 
ce qui se concoit aisément puisque dans ces conditions, le sys- 
téme enzymatique responsable de |’élution des phages fonctionne 
a l’exclusion de celui qui assure l’infection de V’hdte. Des expé- 
riences que nous n’avons pas rapportées ici nous ont montré que, 
dans les conditions ioniques ou la multiplication méme faible 
de H-Sh a lieu, les complexes F6S/H-Sh ne sont plus dissociables 
a chaud ; ils échappent a l’action du sérum antiphage, au blen- 
ding, et les phages adsorbés sur des bactéries tuées sont inactivés ; 
la balance penche ici en faveur du systéme enzymatique qul 
permet l’injection du matériel infectant dans lhote. 


RESUME. 


1° Les particules de phage H-Sh adsorbées en maléate Nat 
0,4 M oxalaté 10-*M (maléate NaOx) sur des cellules de Shigella 
flexneri F6S tuées par le toluol ou par trente minutes de chauf- 
fage 4 60° C forment des plages sur gélose nutritive oxalatée ense- 
mencée de F6S. 


2° L’addition de calcium au milieu d’adsorption, avant ou aprés 
infection, en quantité suffisante pour assurer |’injection rapide 
du matériel infectant de H-Sh dans les cellules de F6S, provoque 
inactivation des phages adsorbés sur les cellules tuées. 


3° On peut sauver de ]’inactivation provoquée par le calcium 
les phages H-Sh adsorbés en milieu oxalaté sur les cellules tuées 
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de Shigella flexneri F6S, en les mélangeant, préalablement a 
l’addition de calcium, 4 une suspension dense de F6S vivants. 


4° En maléate NaOx, les complexes formés par les cellules 
de F6S et les particules de H-Sh sont stables a froid, mais ils se 
dissocient a 37° C en libérant des phages actifs capables d’infecter 
de nouvelles bactéries et de former des plages. Cette dissociation 
se produisant A chaud mais pas a froid et dans le milieu méme 
qui assure l’adsorption des phages sur les cellules hétes, n’est 
certainement pas de nature ionique, elle est vraisemblablement de 
nature enzymatique. 


5° On peut obtenir la dissociation ionique des complexes F6S/ 
H-Sh formés en maléate NaOx et récupérer des phages libres 
actifs, en transférant les complexes en milieu faiblement ionique : 
du maléate 4x 10—* M en Nat oxalaté 10-* M par exemple. Cette 
dissociation s’effectue a froid dans des conditions ou Ja dissocia- 
tion en maléate NaOx est impossible. Il s’agit done bien de deux 
phénomeénes différents. 


6° Les phages H-Sh s’adsorbent en maléate NaOx sur les cel- 
lules de Shigella flexneri F6S traitées par le métaperiodate de 
sodium, mais ils sont inactivés. Les raisons de cette inactivation 
sont les suivantes : 


a) Les cellules traitées par le periodate sont tuées. 


b) 'Les phages H-Sh adsorbés sur les cellules de F6S traitées 
par le periodate ne s’éluent pas; ils ne peuvent donc réinfecter 
des bactéries vivantes, condition indispensable 4 la formation 
des plages. 


SUMMARY : 


ELECTROSTATIC AND ENZYMATIC DISSOCIATION OF PHAGE-BACTERIA 
COMPLEXES FORMED IN OXALATED MEDIA BY H-Sh PHAGE PARTICLES 
AnD Shigella flexneri F6S cE.ts. 


1. In oxalated sodium maleate (maleate NaOx, Nat 0,4 M, 
oxalate 10-* M) H-Sh phage particles adsorbed on Shigella flex- 
nert F6S cells killed by toluol or by heating thirty minutes at 
eee still form plaques on oxalated nutrient agar seeded with 

6S. 


2. Addition of calcium to the adsorption medium, before or 
after infection, in amount sufficient to insure rapid injection of 
the phage infective material in the F6S cells, leads to immediate 
inactivation of the phages adsorbed on the dead cells. 


3. H-Sh phages adsorbed, in oxalated medium, on dead cells 
of Shigella flexneri F6S can be « rescued » from the lethal effect 


N 
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of calcium addition, by mixing, before the calcium addition, 
with a dense suspension of living F6S cells. 


4. In maleate NaOx, the complexes formed by the F6S cells and 
H-Sh particles are stable at 0° C but dissociate at 37° C, libera- 
ting active free phages, still able to infect new bacteria and to 
form plaques. Dissociation, in the medium which insures phage 
adsorption on the host cells, occurs at 37° C but not at 0° C, so 
that the phage desorption is certainly not an electrostatic, but 
probably an enzymatic process. 


5. Ionic dissociation of the F6S/H-Sh complexes formed in 
maleate NaOx can be obtained by transfer in oxalated medium of 
low ionic concentration (Na+ 4x10-*M). This dissociation occurs 
in the cold, in conditions where desorption is impossible in 
maleate NaOx. These two phenomena are different. 


6. In maleate NaOx, H-Sh phage particles do adsorb on sodium 
metaperiodate pretreated cells of Shigella flexneri F6S, but they 
are inactivated. The causes of inactivation are the following : 


a) Periodate treated cells are killed. 


b) Phages H-Sh adsorbed on periodate treated cells do not 
elute, so they are unable to reinfect living cells, which is neces- 
sary for plaque formation. 
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SUR QUELQUES ASPECTS ELECTRONIQUES DE L’ACTION 
DE CERTAINS CATIONS METALLIQUES SUR LA 
CROISSANCE DES BACTERIES AEROBIES 
(ESCHERICHIA COLI) ET DES BACTERIES ANAEROBIES 
(CLOSTRIDIUM SPOROGENES) 


par Michel FAGUET et M™* Andrée GOUDOT (*). 


(Institut Pasteur) 


Le role important que certains métaux, notamment ceux de tran- 
sition, jouent dans la catalyse d’oxydation ou de réduction et dans 
lactivation de certaines enzymes nous a incités a étudier et 
a comparer leurs actions sur la croissance de germes aérobies et 
de germes anaérobies, qui différent notamment par le mécanisme 
de leurs oxydations. 

Dans ce travail, nous avons étudié l’action de Fe?+, Mn?+, Co*+ 
et Ni’+ sur la croissance des cultures de différents germes aérobies 
(E. colt) et anaérobies (Cl. sporogenes), et nous avons essayé 
d’interpréter leur action en examinant l’aspect électronique de 
certaines réactions. 


TECHNIQUE 


a) Pour l'étude de germes aérobies, nous avons utilisé quatre 
souches d’Escherichia coli (EM1, EK2, EK12, EC3), cultivées sur 
gélose peptonée inclinée portée dix-huit heures A 37° C et conser- 
vées 4 + 4° C; le milieu nutritif, glucosé a 0,3 p. 100, était cons- 
titué, pour 1 000 cm? d’eau bidistillée, de 13,6 g de PO,KH,, 0,5 ¢ 
de KCl, 0,7 g de SO,(NH,)., 0,05 g de SO,Mg 7 H,0; le pH était 
ajusté a 7,4. 

b) Pour l’étude de la croissance anaérobie, nous nous sommes 
servis de la souche de Cl. sporogenes (n° 6053 de la collection de 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 juillet 1961. 
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l'Institut Pasteur), cultivée en tube de Prévot. Le milieu était 
constitué par un bouillon de viande (digestion pepsique), peptoné 
a 1,5 p. 100, glucosé 4 0,3 p. 100 et le pH était ajusté a 7,4. 


c) Les différents métaux étaient utilisés a l'état de sulfate 
a 7 H,O, dissous dans l’eau bidistillée. Les concentrations finales 
étaient de ordre de 0,5 x 10-* M en milieu synthétique (aérobie), 
et 0,8 x 10-*M en milieu complexe (anaérobie). 


d) Nos études sur la croissance furent faites a l’aide de notre 
microbiophotometre électronique (Faguet {4]) donnant automati- 
quement les courbes de multiplication microbienne. Un systéme 
électromagnétique permet de régler l’agitation des cultures et, 
de ce fait, leur oxygénation. 


e) Nous avons calculé l’action des différents cations dans la 
partie exponentielle de la phase de croissance oi se trouve vérifiée 
la relation y = y,.2", dans laquelle y représente la densité de la 
culture ayant cra exponentiellement a partir de la densité y,, 
n étant le nombre de générations. Pendant cette phase, aucun 
facteur limitant n’est en jeu et le taux de croissance n’est soumis 
qu’aux conditions initiales du milieu (Monod [4)). 


Dans toutes nos expériences, nous sommes partis d’un nombre 
de germes voisin de 5 x 10%/cm* de milieu. 


RESULTATS 


1° Dans une premiére série sur milieu synthétique avec E. coli, 
nous avons recherché si, comme le prévoyaient nos études de 
chimie théorique précédemment données (Goudot et Faguet [8}), 
Mn?+ agissait en milieu synthétique dans le méme sens que Fe*+. 
L’analyse de nos courbes de croissance nous a montré que Mn?’+ 
peut remplacer Fe’+ pour la culture des EF. coli étudiés (fig. 1, 2, 3). 


L’étude des courbes de la figure 1 (Z. coli M1) montre que dans 
la culture 1 (Fe’+), le nombre de divisions a ’heure (phase expo- 
nentielle) est de 0,86 ; il est de 0,84 avec Mn*+ ; de 0,30 avec Co*+ 
et de 0 avec Ni?+. Avec E. coli K2 (fig. 2) le nombre de divisions 
dans la méme phase est 1 pour Fe’+ et Mn’+, 0,46 pour Co*+ et 
0 pour Ni?+. Nous avons remarqué que Mn’+ est parfois légé- 
rement moins actif que Fe’+. De plus, comme nous le voyons sur 
nos courbes, la diminution de l’oxygénation du milieu entraine 
celle de la croissance. 


La présence de Co’+ la ralentit considérablement et celle de 
N+ Vinhibe totalement, méme en présence d’un apport normal 
d’oxygene. 


862 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


e N/2 
EW. WOK Want 
.. SrA tices ce a cg Ni_s 


7 t Heures 
“ee 


Fic. 1. — Les quatre graphiques 1, 3, 5 et 6 représentent les courbes de croissance 
d’E. coli M1, en milieu synthétique glucosé et aéré. Chaque culture contient, res- 
pectivement, Fe, Mn, Co, Ni sous la forme de leur sulfate 4 sept molécules d'eau, 
a la concentration de 0,5 x 10—°M. Nous avons calculé la vitesse de croissance de 
chacune de ces cultures dans l'intervalle compris entre 5 x 108 germes/cm? et 
109 germes/cm?. Le nombre de germes double pour Fe et Mn en soixante-ncuf 
minutes, pour Co en cent cinquante-huit minutes, et pour Ni, la croissance est nulle. 
Si la vitesse de croissance en présence de Fe et de Mn est égale a l’unité, elle est 
de 0,43 pour Co et de O pour Ni. 
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Fic. 2. — Courbes de croissance 1, 2, 8, 4, 5, 6 de E. coli K2, en milieu synthé- 
tique glucosé et en présence, respectivement de Fe, Mn, Ni et Co A la concentration 
de 0,5 x 10—M. Dans la zone exponentielle D, nous avons calculé la vitesse de 
croissance des différentes cultures: en présence de Fe (courbe 1) ou de Mn 
(courbe 3) le nombre des germes de chaque culture double en soixante minutes ; 
en présence de Co, il double en cent douze minutes et la culture ne se développe 
pas en présence de Ni. Si v = 1 pour Fe ou Mn, elle est de 0,53 pour Co et de 0 
pour Ni. Les courbes marquées Fe, et Mn, représentent la croissance en pré- 
sence de ces métaux a la méme concentration, mais sans aération. 
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Fic. 3. — Courbe de croissance de H. coli C36 en milieu synthétique glucosé. 1 


et 3 représentent les croissances en présence respectivement de Fe et Mn en milieu’ 

aéré, 2 et 4 en milieu non aéré, et 5 et 6 traduisent la croissance en présence de Ni 

et de Co en milieu aéré (la concentration en Fe, Mn, Co et Ni est toujours, 
de 0,5 x 10—M). 


2° Nous avons recherché l’action de Ni’+ et Co’+ sur des 
cultures d’un germe anaérobie ; nous avons utilisé une souche de 
Cl. sporogenes cultivée en cuves spéciales (Faguet [2]) placées 
dans le microbiophotométre électronique réglé 4 37° C. Chaque 
cuve contenait 22 cm’* d’un milieu complexe, constitué par un 
bouillon de viande (digestion pepsique) peptoné 4 1,5 p. 100, glu- 
cosé a 0,3 p. 100 et dont le pH était ajusté a 7,4. 

L’ étude des courbes de croissance (fig. 4) nous a montré que la 
multiplication de ce germe était légérement augmentée par la 
présence de Ni’+ et nettement plus par celle de Co’+. 
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Fic. 4. — Courbes de croissance de Cl. sporogenes, en milieu complexe. Courbe 1 := 
culture témoin ; courbe 2 = culture en présence de Ni (0,8.10—*M) ; courbe 3 = 


culture en présence de Co (0,8.10—3 M). 
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DISCUSSION 

Les aérobies et les anaérobies different notamment par le méca- 
nisme de leurs oxydations. Alors que les premiers peuvent utiliser 
Voxygéne moléculaire de l’air, les seconds réalisent leurs oxyda- 
tions 4 l’aide de processus chimiques indirects que la présence 
de O, libre inhibe. 


Dans les cultures de germes aérobies, l’oxygéne moléculaire 
doit étre activé pour étre utilisable. Les réactions d’oxydation 
in vivo sont souvent enzymatiques. Mais in vivo comme in vitro, 
les réactions d’oxydation biologiques peuvent étre activées ou 
inhibées par les agents fortement électrophiles que sont les cations 
métalliques. 


Les réactions les plus usuelles que réalisent les bactéries 
aérobies a laide de O, sont : 


OH 2+ ) Transformation,par exemple, 
R Za + 05 ano GO + H20o des phénols en quinones 


wae NN (Cu2+, Mn2*) 
OH No 
met Formation de liaisons S-S 
RSH+RSH+0>5 w=2--=== RS-SR+H,0 dans la synthése des pro- 
: 202 | téines (Fe2+, Mn2*) 


Dans ces deux réactions d’oxydation, certains cations métal- 
liques sont actifs, alors que d’autres sont inhibiteurss Cela se tra- 
duit dans le premier cas par une augmentation des synthéses, 
d’ot une accélération de la croissance et, dans le second cas, par 
une diminution ou une suppression de la phase exponentielle de 
Ja multiplication microbienne. 


Ces cations métalliques actifs appartiennent aux métaux de 
transition. Ils ont des orbites électroniques pénultiémes non satu- 
rées, ce qui leur permet de recevoir des paires d’électrons de 
liaison d’atomes coordinateurs possédant chacun une paire d’élec- 
trons libres pour des liaisons par coordination. Il se forme alors 
un complexe de coordination qui peut étre un complexe chélaté, 
comme celui donné avec deux molécules de glutathion. 


Il faut, de plus, pour que le cation central soit activateur de la 
réaction d’oxydation de la ou des molécules coordonnées, qu’il 
puisse recevoir ou donner un électron. Cet électron va alors servir 
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a faire agir l’oxygéne sur la ou les molécules coordonnées par 
Vintermédiaire du cation métallique central. Il s’établit ainsi une 
llaison par résonance entre la molécule d’oxygéne et les molécules 
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Fic. 5 et 6. — Complexe de transfert de charge: métal-substrats. 


La fig. 5 représente le complexe initial: cation divalent et deux molécules de 
substrat : M¢+ — 2GSH + O,. 
La fig. 6 représente le complexe aprés la réaction: cation divalent et formation 
de la liaison S — S: M2+ — GS — SG + H,O,. Entre ces deux états, se trouve 
l'état activé intermédiaire : M’+ — 2GSH —O;. 
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coordonnées de substrat. L’étude théorique du point de vue de la 
chimie électronique a été donnée (Goudot et Faguet [3]). De celui 
de la chimie générale, cela se traduit par la transformation de 
molécules neutres en ions de signes contraires qui peuvent alors 
réagir 4 l’intérieur du complexe de coordination qui est alors le 
« complexe de transition » ou « complexe activé » (fig. 7). 


Dans les réactions données plus haut, il y a, 4 l'aide de cations 
activateurs, délocalisation d’un électron du cation métallique sur 
O,, alors qu’a l’intérieur du complexe formé avec les molécules 
a oxyder, il y a une délocalisation des électrons mobiles qui améene 
une charge positive sur les atomes S et H aidant a dissocier la 
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Fic. 7. — Formation de complexe de coordination avec les éléments de transition. 


haison SH. Ainsi Fe®+ et Mn’+, en délocalisant un électron sur 
O,, donnent la réaction d’oxydation des groupements SH. La for- 
mation de S—S redonne l’électron délocalisé sur le cation métalli- 
que transitoire trivalent. Ni+ est inhibiteur, car il ne fixe pas O,. 
Par contre, Co*+ donne lionisation de O,. Il ne permet pas l’inter- 
action entre le substrat et ’oxygéne activé O?, mais si cet oxygéne 
activé est libéré, il peut agir sur les molécules libres de thio-pro- 
téine. C’est ce qui explique que nos cultures d’E. coli en présence 
de Co°’+ présentent une faible croissance, alors qu’en présence de 
Ni’+ elles sont complétement arrétées. 
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Dans le cas des bactéries anaérobies les mémes cations vont 
jouer un role inverse dans le milieu nutritif, en présence de O,, 
soit que l’oxygéne moléculaire se trouve a l'état libre, soit qu’il 
soit produit lors de réactions intermédiaires. Ceci est important, 
car CO, est souvent réactif des réactions anaérobies. Or, O, 
déplace CO, pour se fixer au cation métallique du complexe. Donc, 
dans les réactions métaboliques, les cations actifs des synthéses 
aérobies, vont devenir inhibiteurs. N’+, qui ne fixe pas O, mais 
Vempéche de réaliser les réactions d’oxydation, doit permettre 
les.synthéses qui doivent se faire en l’absence de O,. Il doit donc 
augmenter la croissance des cultures de bactéries anaérobies. 


CONCLUSIONS 


Nos expériences montrent quil y a concordance, dans les 
grandes lignes, entre la théorie et les résultats. Toutefois, il faut 
cependant tenir compte du fait que, dans le mécanisme de la 
multiplication microbienne, se produisent simultanément un grand 
nombre de réactions. Un cation activateur d’une réaction de syn- 
thése peut en méme temps activer des réactions de dissociation. 
La croissance observée est alors le résultat de deux processus 
contraires. C’est le plus rapide qui va prédominer. C’est ainsi 
que Mn’+ agit comme activateur dans les réactions de synthése 
S-S. Mais, d’autre part, il est actif dans la dissociation de la 
liaison peptidique. En augmentant la quantité de Mn*+ dans le 
milieu nutritif on va, en méme temps, accélérer la synthése des 
liaisons S-S et la rupture des liaisons peptidiques dans la syn- 
thése des thioprotéines. 


RESUME 


On a cherché a prévoir, par l’étude électronique de différentes, 
réactions se produisant au cours de la croissance de cultures de 
germes aérobies (E. coli) et anaérobies (Cl. sporogenes), le sens 
de l’action des cations de différents métaux (Mn’+, Fe?+, Co?t, 
Ni?+), sur la multiplication de ces germes. 


Les résultats expérimentaux se sont montrés, dans ]’ensemble, 
conformes aux prévisions. En milieu synthétique glucosé, Fe’+ 
et Mn?+ favorisent la croissance de E. coli, Co?+ la diminue de 
50 p. 100 et Ni?+ l’inhibe totalement (concentrations de 0,5 x 10-* M), 
alors que Ni’+ et Co?+ stimulent la croissance d’un germe anaé- 
robie (Cl. sporogenes), cultivé en milieu complexe glucosé (concen- 
tration de 0,8 x 10-*M). 
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SUMMARY 


SOME ELECTRONIC ASPECTS OF THE ACTIVITY OF CERTAIN METAL IONS 
ON THE GROWTH or AEROBIC (Escherichia colt) AND ANAEROBIC 
BACTERIA (Clostridium sporogenes). 


By means of an electron study of various reactions taking place 
during the development of aerobic (£. coli) and anaerobic (Cl spo- 
rogenes) germs, the authors tried to foresee the direction of the 
action of various metal cations (Mn*+, Fe?+, Co’+ and Ni’t+) on 
the germs growth. 

The experimental findings were as a rule conform to the 
expectations. In glucose synthetic medium Fe*+ and Mn*+ favour 
the development of E. coli, Co’+ decreases it by 50 p. 100, and 
N+ totally inhibits it (concentration 0,5x10—-* M). Ni°’+ and 
Co’+ enhance the development of an anaerobic germ (Cl. sporo- 
genes) cultivated in glucose complex medium (concentration 
0,8 x 10 M). 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Facuer (M.). Ann. Inst. Pasteur, 1959, 97, 177-187. 

[2] Facuer (M.). Ann. Inst. Pasteur, 1961, 100, 594-599. 

[3] Goupor (A.) et Facurr (M.). C. R. Acad Sct., 1961, 252, 2557-2559. 

[4] Monop (J.). Croissance des cultures bactériennes, 1942, 47, n° 911, 
Hermann édit. 


ETUDE DES FACTEURS DE NON-SPECIFICITE 
DES REACTIONS D’IMMUNO-FLUORESCENCE 


INTERET DANS LA RECHERCHE DES ANTICORPS 
CONTRE LE TREPONEME DE LA SYPHILIS (*) 


par J. THIVOLET et D. CHERBY-GROSPIRON (**). 


(Laboratoire d’Hygiéne de la Faculté de Médecine de Lyon 
[Professeur R. Sonter}) 


Une des difficultés principales rencontrées dans l'utilisation de 
la technique de Coons et Kaplan est la coloration non spécifique 
qui apparait au niveau des structures bactériennes ou tissulaires 
des préparations traitées par les anticorps fluorescents. Cette 
non-spécificité signalée des l’abord par Coons [8] a été retrouvée 
par tous les utilisateurs de la méthode. Elle pose deux ordres 
de problemes, théoriques car l’on peut s’interroger sur son méca- 
nisme, et pratiques car l’on doit trouver les moyens de |’éliminer 
pour rendre les réactions effectuées parfaitement et rigoureu- 
sement interprétables. 

Au cours de Ja recherche des anticorps anti-tréponémiques par 
Ja technique d’immuno-fluorescence, nous nous sommes heurtés 
a cette difficulté qui est peut-étre le principal obstacle a Vutilisa- 
tion pratique dans ce domaine d’une réaction si satisfaisante pour- 
tant a beaucoup d’autres égards. 


ETUDE DU MECANISME DE COLORATION NON SPECIFIQUE 
AU COURS DE L IMMUNO-FLUORESCENCE DU TREPONEME. 


a) 'L’existence méme du phénomeéne doit d’abord étre précisée, 
en ce qui concerne le cas particulier qui nous intéresse. Beaucoup 
de sérums provenant de sujets sains, normaux ou non, mais 
indemnes de syphilis récente ou ancienne, provoquent une fluores- 
cence non spécifique quand on les engage non dilués dans la 
réaction d’immuno-fluorescence appliquée au tréponeme, telle 
qu’elle a été codifiée par Deacon [5] d’une part, Borel et Durel [4] 

(*) Travail effectué avec l’aide de 1’Institut National d’Hygiéne (Pro- 


fesseur Bugnard). 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 juillet 1961. 
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d’autre part. Méme & la dilution de 1/30, sur 100 sérums de sujets 
non syphilitiques testés dans une premiére série de réactions, 
6 provoquent une fluorescence que l’on est bien obligé de qualifier 
de «non spécifique ».. Cette fluorescence non spécifique n’est pas 
habituellement tres intense, mais elle suffit a faire apparaitre les 
tréponémes sur les lames avec une morphologie bien reconnais- 
sable et une coloration jaune-blanc ou méme jaune-vert plus ou 
moins brillante. 


b) Nous avons alors essayé d’expliquer le mécanisme du phé- 
noméne de non-spécificité. 

1° Nos efforts ont porté sur le conjugué. Le conjugué a été 
ainsi soumis a une absorption par diverses poudres d’organes : 
poudre de foie de lapin ou de souris, poudre de testicules de 
lapins sains (absorption d’une heure, a Ja température ordinaire). 

Devant les résultats négatifs que nous avons obtenus et crai- 
gnant qu’ils ne soient dus a des raisons techniques, nous avons 
cherché si une absorption plus poussée (deux absorptions d’une 
heure chacune, 4 la température ordinaire, suivies d’un troisiéme 
contact pendant vingt-quatre heures, 4 + 4° C) donnerait des 
résultats meilleurs. La coloration non spécifique, par ce dernier 
moyen, na pas disparu. 

2° A partir d’un sérum pour lequel toute suspicion de syphilis 
pouvait étre écartée avec certitude, et avec lequel nous obtenions 
une fluorescence importante du tréponéme, mais certainement 
non spécifique, nous avons fait un conjugué, dans les mémes 
conditions opératoires que celles employées pour la préparation 
des conjugués a partir des sérums anti-y-globulines humaines. 

Ce conjugué, mis en contact direct, pendant trente minutes, 
a la température de + 37° C, avec l’antigéne tréponémique étalé 
et fixé sur lame, a provoqué une fluorescence importante du tré- 
poneme, sans qu il y ait eu, au préalable, contact avec un sérum 
positif ou négatif. 

Un tel résultat est tout a fait normal, puisque ce méme sérum, 
non conjugué, testé par la réaction d’immuno-fluorescence selon 
le procédé indirect, donne une réponse faussement positive. 

Cette expérimentation démontrait, a notre avis, que, dans la 
technique courante, le facteur principal de la non-spécificité était 
lié aux sérums testés beaucoup plus qu’aux sérums anti-globu- 
lines humaines. Ceci nous incita a faire porter les essais d’absorp- 
tion sur les sérums a tester. 


3° Nous avons repris le conjugué a partir de ce sérum négatif 
et nous l’avons absorbé par des poudres préparées a partir de 
divers organes : poudre de foie de lapin ou de souris, poudre de 
testicules de lapins sains (deux absorptions d’une heure chacune, 
a la température ordinaire). 
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Une fois absorbé, ce conjugué, mis en contact direct avec l’éta- 
lement antigénique, fixé sur lame, dans les mémes conditions 
opératoires que précédemment, n’a provoqué qu’une fluorescence 
tres atiénuée du tréponéme, lorsque labsorption du conjugué 
avait été faite sur poudre de foie. Et nous avons obtenu une extinc- 
tion totale du tréponéme, avec ce méme conjugué, absorbé sur 
poudre de testicules de lapins sains, alors que, dans une série de 
réactions paralléles, le conjugué non absorbé rendait les trépo- 
némes fluorescents (tableau I). 


Tasreau I. — Influence de l’absorption par poudres de testicules 
de lapin sur des sérums faussement positifs. 


SERUM NON ABSORBE SERUM ABSORBE 
DILUE A: DILUE A ; 
SERUMS NUMEROS 


EL TOME 20) |r) 205) Tito TI 2Om eT 136 
[\ ASC BV Mae cece hota ons Clr mateo. Ons =P SF oe + fo) fo) fo} 
I TON 2S Former sie et Serta tere tals oh e's + + sb fe) fe) (o) 
LOVTOSs Ee sa oes ck Sse + + fe) fo) ro) 
PRO OO Oraaicrs,.c & ieusde=keeens erates ohs - | fo) fo) 
188) CSE 5 Gg Dea Geo ara Gobo ata == Se ei fe) fe) 
UC SN eee Siglo 2 1 eects i tae ++ + + ++ ro) fo) 
OV OOM: es choke Grek ays oe tienes auet ss ++ } + + ° 
DEGCHE Cua eno cio et Gio atoE _. - - + fe) fe) 
QuaZ0 i aiashe Shia er netases bs | +. + t. +. fo} (o) fo} 


En conclusion, la non-spécificité est un phénomeéne qut se situe, 
au moins en grande partie, non pas au niveau du conjugué, mais 
au niveau du sérum. 


La suppression plus complete de la fluorescence non spécifique, 
lorsque nous utilisons, pour labsorption, de la poudre de tes- 
ticules plutét que de la poudre de foie, semblerait indiquer que 
le suc testiculaire qui baigne les tréponémes, lors de l’ extraction 
et de la mise en suspension, apporte des éléments, vraisembla- 
blement de nature protidique, qui réagiraient avec les sérums de 
certains individus, selon un mode comparable a la réaction aux 
antigénes cardiolipidiques de Bordet-Wassermann. 


Nous avons tenté une absorption de ces éléments par une sus- 
pension aqueuse d’antigene VDRL, selon la technique indiquée 
par Turner [9]. La fluorescence non spécifique n’a pas été élimi- 
née. Cependant, nous faisons des réserves quant a ce résultat, une 
seule expérience ayant été tentée de notre part. 
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Il est A remarquer que les liquides céphalo-rachidiens provenant 
de sujets non syphilitiques ne nous ont jamais donné de fausses 
réactions en immuno-fluorescence. Or, les liquides céphalo-rachi- 
diens sont moins riches en protéines que les sérums. 

Deacon [7] pense que les réactions non spéciliques, obtenues 
avec des sérums négatifs, méme dilués a 1/100, sont dues a des 
anticorps antitréponémiques, différents des anticorps spécifiques. 


4° La thermostabilité des facteurs sériques responsables de la 
non-spécificité a été étudiée. Nous avons constaté que le chauf- 
fage des sérums responsables de « fausses réactions » positives 
a des températures croissantes faisait disparaitre la réactivité a 
partir de la température de + 62° C, dans certains cas pour les 
sérums purs, dans tous les cas pour les sérums a la dilution de 
1/30. 

Dans ces conditions, six sérums provenant de sujets atteints 
de syphilis supportent, méme 4a la dilution de 1/30, un chauffage 
a + 62°C et méme + 64° C sans baisse importante de l’intensité 
des réactions positives quils provoquent. 


APPLICATION PRATIQUE A LA REACTION D IMMUNO-FLUORESCENCE 
POUR LE DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DE LA SYPHILIS. 


Les études théoriques que nous venons de rappeler nous incitent 
a proposer la technique pratique suivante pour la réaction 
d’immuno-fluorescence appliquée au diagnostic de la syphilis. 


1° Fixer Vantigéne par l’acétone, pendant quinze minutes. 
2° Recouvrir Vétalement antigénique d’une goutte de sérum a 


tester préalablement dilué 4 1/30 et soumis au double traitement 
que nous proposons : : 


a) Absorption par de la poudre de testicules de lapins sains. 

b) Chauffage & + 62°C pendant trente minutes. 

3° Laisser le sérum en contact avec l’antigéne pendant trente 
minutes & + 37°C, en maintenant une atmosphére humide. 

4° Rincer, puis laver pour éliminer l’exeés d’anticorps avec 
une solution saline tamponnée & pH 7, pendant dix minutes. 

5° Essuyer la lame sauf a emplacement de I’étalement anti- 
génique. 


6° Recouvrir d’une goutte de conjugué fluorescent anti-y-glo- 
bulines humaines dilué en fonction de son titre. Laisser en contact 
trente minutes, a + 387° C, en atmosphére humide. 


7° Rincer, laver, dix minutes, pour éliminer l’excés de conju- 
gué, et sécher la lame comme précédemment. 
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8° Monier la préparation sous une lamelle couvre-objet, dans 
une goutte d’une solution de glycérine tamponnée a pH 7. 


L’absorption a leu sur de la poudre de testicules de lapins 
normaux préparée selon la technique classique d’extraction par 
lacétone proposée par Coons [4]. Nous procédons a4 deux absorp- 
tions d’une heure chacune dans un tube agité rigoureusement a 
Vhorizontale sur un agitateur de Kline. Chaque absorption est 
suivie d’une centrifugation 4 grande vitesse 15 000 t/mn pendant 
vingt minutes. 


DISCUSSION 


La plupart des utilisateurs actuels de la réaction d’immuno-fluo- 
rescence appliquée 4 la syphilis admettent implicitement la non- 
spécificité de la réaction effectuée sur des sérums non dilués. Ils 
ont peu a peu été amenés a utiliser ainsi comme sérum de base 
une dilution assez étendue : 1/50 (Borel (2], Fribourg-Blanc [8)), 
1/200 (Deacon {6]). Ce procédé est défendable, mais on peut 
craindre qu’en pratique il n’aboutisse a faire perdre un peu de la 
sensibilité de la réaction sans lui conférer une spécificité totale, 
cecil ne pouvant d’ailleurs étre jugé qu’a Vusage. Sur le plan 
théorique, il n’est pas tres satisfaisant. 

Les études théoriques que nous avons entreprises nous ont 
permis de comprendre, au moins en grande partie, le mécanisme 
de la non-spécificité et surtout de proposer une technique pra- 
tique permettant d’obtenir des résultats réguli¢rement spécifiques. 

Sur le plan théorique, la non-spécificité parait liée a la pré- 
sence dans certains sérums de substances susceptibles de se com- 
biner a des produits d’origine testiculaire qui enduisent les tré- 
ponémes. Ces substances, support de la non-spécificité, sont 
thermolabiles (détruites a partir de + 62°C et totalement a 
+ 64° C). Elles sont vraisemblablement globuliniques et le sérum 
antiglobulinique marqué réagit avec elles, rendant ainsi les trépo- 
nemes fluorescents. 

Sur le plan pratique, \’élimination de ces substances peut étre 
obtenue, nous l’avons montré, par absorption sur la poudre de 
testicules de lapin en s’aidant, en outre, de l’action ménagée de 
la température a + 62° C. 

Dans ces conditions techniques (chauffage et absorption préa- 
lables des sérums), la réaction telle que nous le proposons nous 
semble spécifique. Mais cette affirmation appelle diverses restric- 
tions. 

Nous n’avons testé que 100 sérums négatifs. Seule une pratique 
plus étendue confirmera ou infirmera ces premiers résultats. 

Nous ne dissimulons pas ensuite les complications techniques 
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qu’entraine l’absorption des sérums, encore qu’il ne faille pas les 
surestimer. 

Enfin, méme si des artifices techniques permettent un jour 
d’améliorer nos résultats actuels, il n’en reste pas moins que la 
réaction d’immuno-fluorescence dans la technique a deux couches 
porte en germe dans son exécution des causes de non-spécificité. 
Cela est grave, et d’autant plus qu’elle entre en compétition avec 
le test de Nelson dont on connait la rigoureuse spécificité, tant 
dans le principe que dans l’exécution. 

Pourtant, si notre théorie du mécanisme de la non-spécificité 
est exacte, on peut espérer voir disparaitre totalement cet incon- 
vénient le jour ow l’on aura réussi la culture du tréponéme patho- 
géne. Si, au contraire, l’hypothése de Deacon (a savoir : la pré- 
sence dans les sérums de sujets non syphilitiques d’anticorps 
antitréponémiques naturels) est vérifiée, nous ne voyons pas com- 
ment serait jamais tournée la difficulté. Mais, en définitive, les 
arguments expérimentaux semblent militer en faveur de notre 
théorie. 

Pour conclure, malgré les progrés réalisés grace a la tech- 
nique que nous avons utilisée, c’est autour de la non-spécificité 
que se joue la question de l’avenir pratique de la réaction 
d’immuno-fluorescence appliquée a la syphilis. 


RESUME 


Les auteurs étudient, & propos de la réaction d’immuno-fluo- 
rescence appliquée au diagnostic de la syphilis, certains facteurs 
de non-spécificité. Ils démontrent le réle d’un couple, extrait 
testiculaire-facteur sérique antitesticulaire, et proposent 1’ élimina- 
tion du facteur sérique par absorption sur poudre de testicule. 
Une technique pratique est enfin proposée, qui a donné de pre- 
miers résultats apparemement spécifiques. 


SUMMARY 


STUDIES ON NON-SPECIFICITY FACTORS IN IMMUNO-FLUORESCENCE 
REACTIONS. 


The authors study certain of these factors in the immuno-fluo- 
rescence reaction applied to the diagnostic of syphilis. 

They demonstrate the part played by a couple testicular extract 
+ antitesticular serum, obtaining the elimination of the serum 
factor by absorption on testicular powder. They suggest a routine 
technique, which apparently yields specific results. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DES PROPRIETES 
ANTIBIOTIQUES DE LA CHLORPROMAZINE 
OU 4560 RP 


par J. L. BOURDON (*). 


(Laboratoire de Bactériologie de la Faculté de Médecine de Paris 
{Professeur R. Fasquetre}.) 


La présomption d’une activité de la chlorpromazine sur les orga- 
nismes inférieurs n’est pas chose récente : c'est en effet en 1953 
que Decourt et coll. {2 et 3} étudiérent qualitativement effet de 
doses croissantes de chlorpromazine sur le développement de 
germes divers, cultivés en eau peptonée simple ensemencée a 
partir de cultures de vingt-quatre heures : des doses modérées 
(80 ug/ml environ) inhibent la multiplication des germes. Decourt 
rapproche cette action de celle observée chez les organismes 
supérieurs et parle d’« activité narcobiotique ». Celle-ci, quasi 
universelle, s’observait avec des doses voisines, chez des micro- 
organismes aussi différents que des bactéries, des infusoires 
(Tetrahymena piriformis), des graines de plantes Supérieures 
(Lipidium satitvuum) ou des champignons inférieurs (Sterigmato- 
cystis nigra). Pourtant Decourt signale trois exceptions a cette 
régle : sur Escherichia coli, Salmonella typhimurium et Aero- 
bacter aerogenes, la narcobiose ne s’observe qu’a des doses de 
chlorpromazine avoisinant 2 000 pg/ml. Decourt, enfin, distingue 
de cette narcobiose un pouvoir bactéricide. Les doses bactéricides 
sont faibles pour certaines des bactéries étudiées (50 pg/ml pour 
un staphylocoque ou un streptocoque), extrémement élevées pour 
les autres (Supérieures & 5 000 ug/ml pour Escherichia coli ou 
Clostridium septicum). 

Il nous a paru intéressant de revoir ces faits & la lumiére de 
techniques inspirées de celles préconisées & Vheure actuelle pour 
étude des antibiotiques fungiques. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 juillet 1961. 
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MATERIEL ET TECHNIQUES 


Nous avons utilisé la chlorpromazine (chlorhydrate) pure, en 
poudre. Le produit pesé est mis en solution aqueuse. Les dosages 
désirés sont obtenus par dilutions successives de la solution de 
départ. Ces solutions ont toujours été préparées extemporanément. 


1° Dans un premier temps, nous avons éprouvé qualitativement 
activité de la chlorpromazine sur 8 germes, tous aérobies 


Quatre germes Gram négatifs : Escherichia coli, Salmonella 
paratypht A, Proteus vulgaris et Pseudomonas aeruginosa. 


Quatre germes Gram positifs : Staphylococcus aureus, Strep- 
tococcus fecalis, Bacteriditum anthracis et Mycobacterium tuber- 
cuolsis (H387Rv). 

On met des doses croissantes de chlorpromazine dans des tubes 
avec cloche contenant 10 ml d’eau peptonée glucosée additionnée 
d'un indicateur de pH (ce dernier, qui facilite la lecture, n’est 
réellement utile que pour des faibles doses de chlorpromazine, des 
doses fortes acidifiant les milieux). L’ensemencement est uniforme : 
Deux gouttes d’une culture en bouillon agée de vingt-quatre 
heures. Deux lectures sont pratiquées, macroscopiques et micros- 
copiques (état frais, Gram) aprés vingt-quatre et quarante-huit 
heures d’étuve a 387°. 

Pour Mycobacterium tuberculosis, nous n’avons changé que 
les milieux de culture et les temps de lecture : les gammes de 
chlorpromazine sont faites en milieux de Dubos au Tween 80, 
ensemencés de V gouttes d’une culture de Mycobacterium tuber- 
culosis en Dubos au Tween 80 Agée de huit jours. ‘Les lectures 
furent effectuées aprés huit et quinze jours d’étuve a 37°. 

2° Dans un deuxiéme temps, ayant une idée des doses de chlor- 
promazine inhibitrices, nous avons cherché a savoir si l’action 
observée était bactériostatique ou bactéricide. Nous avons repris 
les expériences précédentes, mais au lieu de nous contenter d’une 
évaluation approximative, nous avons dénombré les germes pré- 
sents dans nos eaux peptonées glucosées + chlorpromazine, ainsi 
que dans des eaux peptonées glucosées témoins. On a dénombré, 
au moment de l’ensemencement, aprés vingt-quatre heures et 
aprés quarante-huit heures d’étuve 4 37°, en employant toujours 
la méme technique : Prélévement d’une goutte du milieu liquide 
étudié. Dilutions successives en eau physiologique au 1/10, au 
1/100, au 1/1000 et au 1/10 000. Sur une gélose coulée de la 
veille en boite de Petri, on fait une strie a l’anse, en partant de 
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chacune des dilutions ainsi que du milieu non dilué. Le dénom- 
brement se fait aprés vingt-quatre heures d’étuve 4 37°. Les 
chiffres donnés correspondent au nombre de colonies situées sur 
la strie portant la dilution la plus fréquemment lisible. 


3° Recherchant ensuite une éventuelle résistance acquise a la 
chlorpromazine, nous n’avons pu pratiquer qu une expérimenta- 
tion en milieu liquide pour quatre germes seulement. 


Pour Staphylococcus aureus et Streptococcus fecalis, nous 
avons ensemencé avec II gouttes d’un bouillon de vingt-quatre 
heures du germe étudié une série de tubes contenant 10 ml d’eau 
peptonée glucosée + indicateur de pH, additionnés de doses crois- 
santes de chlorpromazine étagées entre 10 et 300 pg/ml. Apres 
vingt-quatre heures d’étuve 4 37°, on préléve le tube correspon- 
dant A la dose la plus élevée de chlorpromazine ayant encore 
permis la culture, contenu qui va servir a ensemencer (II gouttes 
par tube) une nouvelle gamme d’eaux peptonées glucosées + 
chlorpromazine ainsi qu’un tube témoin. 16 passages successifs 
sont effectués. 


Pour Proteus vulgaris et Pseudomonas aeruginosa, |a techni- 
que précédente ne peut étre employée du fait des grandes quantités 
de chlorpromazine nécessaires. Les expériences basées toujours 
sur le méme principe se firent en tubes aA hémolyse contenant 
chacun 1 ml d’eau peptonée glucosée + chlorpromazine. L’ense- 
mencement était d’une goutte d’un bouillon de vingt-quatre heurés 
diluée au 1/100. 


4° Pour terminer, nous avons recherché, in vivo, une éventuelle 
activité tant préventive que thérapeutique. 


Avec une souche virulente de Diplococcus pneumbdniae nous 
avons inoculé par voie sous-cutanée trois lots de 15 souris blan- 
ches : le premier avec 0,5 ml d’une culture de vingt-quatre heures 
en bouillon-ascite, le second avec 0,5 ml de la méme culture 
diluée au 1/10 000, le troisiéme avec 0,5 ml d’une dilution au 
1/10 000 000. Chaque lot fut divisé en 3 séries : la premiére ser- 
vait de témoin ; la deuxiéme avait déja subi la veille une injec- 
tion sous-cutanée de 20 mg/kg de chlorpromazine, injection renou- 
velée au moment de l’inoculation microbienne. La troisiéme série 
recevait en méme temps que le germe 20 mg/kg de chlorpromazine, 
les deux étant administrés par vole sous-cutanée en des points 
différents. Les survivants des séries 2 et 3 recevaient toutes les 
vingt-quatre heures une injection sous-cutanée de 20 mg/kg de 
chlorpromazine. 


_ La méme expérimentation fut pratiquée sur deux lots de souris 
inoculées avec 0,5 ml d’une culture de vingt-quatre heures de 
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Bacferidium anthracis, pure et diluée au 1/50, ainsi que sur un 
lot de souris inoculées avec une culture pure de Staphylococcus 
aureus. Tous les animaux morts ont été autopsiés et des ense- 
mencements de contrédle effectués. Des frottis d’organes (foie et 
rate) ont été pratiqués systématiquement et colorés par la méthode 
de Gram. 


RESULTATS 


1° PREMIERE SERIE D'EXPERIENCES. — Elle révéle un indéniable 
pouvoir inhibiteur du développement microbien (Cf. tableau I). 


TasLeAu I. 
DOSES DE CHLORPROMAZINE (en yg/ml) 
GERMES ETUDIES TEMOIN 
I | 10 | 20} 30} 40| 50 |100/200/300]400|500|I 000'2 0003 000/4 000 
1 i i = == —s ss <= 
Escherichia coli aA ‘a a 5 G G G A 
Salmonella parva-|+|)}+)+/+]+/+4+]4 —| —|} —) —] + ce 
typhi A G|G/}G|G/G|G/G G g 
| i { i eh ee —z — — — 
Proteus vulgaris ap Sade eter ea va 7 g 
oe) 
Pseudomonas \-+|}-+)+)+)+)/+(+|)4+)/4+/+ i 
aevuginosa 48 hj48 bh 
Staphylococcus pale? Rui teeth te 
aureus Sg fecomm ome coma em ae lhe) oa el coal eae (a - 
Streptococcus | + | + |—}—]—/|—]—/—}—/—!|—| —] —|] —!] —/|] + BI 
fecalis 48h . 
Bactevidium ali pee et Be q 
anthracis aie rena © 
©) 
Mycobacterium ink 
tuberculosis Sa gah a ee! Sa eee Para gue fac enue oe Bt ei pean a 


Si les germes 4 Gram négatif ne sont sensibles qu’a des doses 
relativement élevées (100 pg ou davantage) les germes a Gram 
positif étudiés sont inhibés par des doses faibles (quelques yg). 
Mycobacterium tuberculosis n’échappe pas a cette régle. (Pourtant, 
d’aprés des expériences ultérieures, il nous semble que ce germe 
peut facilement et rapidement acquérir une résistance, d’ailleurs 
relative). 

Au cours de ces expériences, nous avous pu étudier la morpho- 
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logie des germes soumis 4 l’action de la chlorpromazine. Tous 
les germes mobiles étudiés conservent leur mobilité en présence 
de chlorpromazine. 

Sur les colorations de Gram, les altérations sont plus ou moins 
considérables : Bacterium anthracis et Streptococcus fecalis 
n’offrent qu’une relative irrégularité de taille. Staphylococcus 
aureus est beaucoup plus intéressant. Au milieu de champs non 
altérés, apparaissent en certains points des amas d’énormes for- 
mes levuriformes, & bords un peu flous, & Gram positif faible 


30 


Nombre de colonies 


Fic. 1. — Courbes de croissance de Staphylococcus aureus en présence de chlor- 
promazine (nombre de colonies dans 1 goutte d'une dilution au 1/1000 du milieu 
étudié) : 1. Courbe témoin. 2. En présence de 1 yg/ml de chlorpromazine. 
3. En présence de 10 g/ml de chlorpromazine. 4. En présence de plus de 120 pg/ml 


de chlorpromazine. ‘ 


(d’autant plus faible que les éléments sont plus gros), évoquant 
des protoplastes. Sur le méme germe cultivé en milieu hyperto- 
nique + chlorpromazine nous avons pu observer des formes 
identiques. Sur les germes & Gram négatif étudiés, nous avons 
retrouvé les mémes formes levuriformes d’allure sphéroplastique 
(Gram négatif cette fois). A noter, de plus, de grandes modifications 
d’affinités tinctoriales (certains éléments de forme normale gar- 
dant franchement le Gram) et une tendance nette a l’auto-agglu- 
tination. L’ensemble de ces faits ne peut que suggérer une alté- 
ration considérable de la paroi microbienne. 


2° DEUXIEME SERIE D’EXPERIENCES. — L’exposé complet de tous 
les dénombrements effectués serait fastidieux, aussi nous ne don- 
nerons que les chiffres répondant aux trois dosages de chlorpro- 
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Nombre de colonies 


Fic. 2. — Courbes de croissance de Bacteridium anthracis en présence de chlor- 

promazine (nombre de colonies dans 1 goutte d’une dilution au 1/100) : 1. Courbe 

témoin. 2. En présence de 2 pg/ml de chlorpromazine. 3. En présence de 4 pg/ml 
de chlorpromazine. 4. En présence de plus de 5 wg/ml de chlorpromazine. 


ioo! 


4 


60 | 


Nombre de colonies 


Fic. 3. — Courbes de croissance de Salmonella paratyphi A en présence de chlor- 

promazine (nombre de colonies dans 1 goutte d’une dilution au 1/10 000) : 

1. Courbe témoin. 2. En présence de 10 pg/ml de chlorpromazine. 3. En présence 

de 200 pg/ml de chlorpromazine. 4. En présence de plus de 250 pg/ml de 
chlorpromazine. 
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mazine ayant une activité de nature différente, nous référant tou- 
jours aux numérations d’une culture témoin. Bien entendu, tous 
les intermédiaires existent entre l’inactivité apparente du produit 
et les trois activités prises pour type. 


Nous présentons ces résultats (fig. 1, 2, 3 et 4) sous forme de 
courbes de croissance microbienne. 


Quel que soit le germe envisagé, l’action de la chlorpromazine 
parait toujours la méme : a doses faibles action bactériostatique 


1oof 


fe)) (oo) 
1S) o) 
es = ia 


aS 
(e) 
ve 


Nombre de colonies 


Fic. 4. — Courbes de croissance de Pseudomonas aeruginosa en présence de chlor- 

promazine (nombre de colonies dans 1 goutte d'une dilution au 1/10 000) 

1. Courbe témoin. 2. En présence de 200 ug/ml de chlorpromazine. 3. En présence 

de 400 pg/ml de chlorpromazine. 4. En présence de plus de 500 pg/ml de 
chlorpromazine. 


faible, qui va croissant avec les doses de chlorpromazine, abou- 
tissant finalement 4 une inhibition totale de la croissance. A doses 
encore plus fortes, l’action devient bactéricide. Ainsi, le pouvoir 
inhibiteur de la chlorpromazine sur le développement microbien 
doit étre rapproché de celui d’un antibiotique. 


La figure 4 nous apprend, d’autre part, que Pseudomonas aeru- 
ginosa peut trés rapidement devenir résistant aux doses de chlor- 
promazine initialement bactéricides. 
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3° ErupE DE LA RESISTANCE ACQUISE. — Sur trois des quatre 


germes étudiés, nous avons retrouvé une résistance acquise de 
type pénicillinique, les germes s’adaptant par échelons multiples 
(Cf. tableaux II, HI et IV). 

Les germes devenus résistants peuvent perdre secondairement 
leur résistance, la diminution s’effectuant toujours en échelons 
successifs. 

Les germes résistants nous ont toujours paru avoir une morpho- 
logie normale. 


Tasrrau I]. — Etude de la résistance acquise 4 la chlorpromazine d’une 
souche de Staphylococcus aureus. 
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4° Erupe in vivo. — Si la chlorpromazine a eu sur les souris 
inoculées une activité narcoleptique indéniable, elle s’est malheu- 
reusement révélée dépourvue de tout pouvoir anti-infectieux, 
aussi bien préventif que thérapeutique : tous les animaux traités 
sont morts dans les mémes délais que les animaux témoins et ont 
présenté les mémes lésions viscérales. 


Tasteau I]. — Etude de la résistance acquise 4 la chlorpromazine 
d’une souche de Streptococcus fecalis. 


DOSES DE CHLORPROMAZINE (en ug/ml) 


PASSAGES 


Témoin 50 | 60 | 70 | 80 | 100/200] 300 


Leal 
oO 
: 

+ 


cian 


gece: fe 


Go ae (leet as 


-- 
oi 
me elk 
= 


Looe he 


TOO san are + 


PROPRIETES 


DISCUSSION 


De cette étude, 
plusieurs ordres de 
faits semblent se 
dégager : la chlor- 
promazine agit sur 
les germes en anti- 
biotique. Cette ac- 
tivité ne semble 
pas s’exercer au 
méme titre pour 
tous: si 5 ug/ml 
sont bactéricides 
pour Staphylococ- 
cus aureus, il en 
faut plus de 500 
pour obtenir la 
méme action sur 
Pseudomonas xru- 
ginosa. Malgré le 
petit nombre d’es- 
péces étudiées, il 
semble bien que la 
chlorpromazine in- 
téresse surtout les 
germes Gram posi- 
tifs, les Gram né- 
gatifs ayant une 
résistance naturelle 
assez considérable. 
Ainsi, la chlorpro- 
mazine se condui- 
rait en antibiotique 
a spectre bactérien 
étroit. Un rappro- 
chement avec la 
pénicilline se des- 
sinait, que devait 
renforcer, d’une 
part une résistance 
acquise en éche- 
lons multiples, 


Tastrau IV. — Etude de la résistance acquise a la chlorpromazine d’une souche de Pseudomonas aeruginosa. 
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d’autre part des altérations de la paroi microbienne. Aussi, 
si nous devions, d’un mot, qualifier V’action antibactérienne 
de la chlorpromazine, nous parlerions d’antibiotique de type 
pénicillinique. Cette modalité d’action, qui semble spécifique- 
ment microbienne, ne nous semble guére rapprochable des 
activités de la chlorpromazine sur les organismes supérieurs ; 
la chlorpromazine nous parait étre un neuroleptique et un antibio- 
tique ; elle ne nous parait pas un « narcobiotique » pour reprendre 
le mot de Decourt. Seule la connaissance exacte des mécanismes 
d’action de cette drogue pourrait résoudre définitivement le pro- 
bléme, mais nous en sommes encore bien loin. 


RESUME 


In vitro, la chlorpromazine se conduit en antibiotique a spectre 
bactérien étroit limité aux germes a Gram positif. Elle est res- 
ponsable d’altérations pariétales. Les germes, peuvent acquérir 
vis-a-vis d’elle, une résistance par échelons multiples. 


In vivo, la chlorpromazine parait n’avoir aucune action, ni pré- 
ventive, ni thérapeutique. 


SUMMARY 


STUDIES ON ANTIBIOTIC PROPERTIES OF CHLORPROMAZIN (4560 RP). 


The antibiotic activity range of chlorpromazin in vitro is limited 
to Gram positive germs. It induces cell-wall alterations. The 
germs may acquire resistance by multiple steps. Jn vivo the pre- 
ventive or therapeutic activity seems nil. 
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UN DES FACTEURS INFLUENCANT 
L’ACTION DES ANTIBIOTIQUES (°*) 


parsA. Ce MANTAR TC *)) et la BI DUS St): 


Les derniéres années ont vu apparaitre un certain nombre 
d’antibiotiques possédant in vitro un large spectre auquel ne 
correspondait pas leur activité in vivo. Taylor et coll. {44}, Martin 
et coll. [7], Wright et coll. [43] ont constaté que la novobiocine 
atteignait une haute concentration dans le sang, ce qu’ils consi- 
dérérent comme un avantage pour elle. Mais Spitzy et Hitzen- 
berger [40] notérent qu’a l’inverse de maints autres antibiotiques, 
la novobiocine demeurait a4 peu prés confinée dans le courant 
sanguin ; et cela leur apparut comme un désavantage. Dans une 
étude précédente (Maniar et coll. [6], Greenberg et coll. [4]), nous 
avons montré que l’érythromycine était in vitro plus active que la 
spiramycine, alors que la seconde possédait une affinité tissulaire 
plus forte et plus stable que celle de la premiére. Des faits sem- 
blables furent relatés par Bénazet et Dubost [4], ainsi que par 
Pellerat et coll. [8]. 


Dost et Weingartner [2] ont fait remarquer que les taux de 
concentration dans le sang ne donnent pas a eux seuls une 
mesure exacte de l’efficacité d’un antibiotique et que les concen- 
trations tissulaires doivent étre prises en considération pour traiter 
utilement une infection profondément située dans les tissus. 
Sassinot et Chabbert [9], expérimentant avec une tétracycline, sont 
arrivés 4 la méme conclusion. 


Pour contribuer a préciser les faits étayant les opinions ci- 
dessus, nous avons procédé aux expériences suivantes. Nous 
avons comparé deux groupes de 5 antibiotiques quant a leur acti- 
vité in vitro, quant 4 leur concentration dans les tissus et quant 


(*) Manuscrit recu le 17 juillet 1961. 

(**) Post-doctorate fellow of the National Research Council of Canada, 
Research Laboratory Hindustan Antibiotics Ltd., Pimpri, near Poona, 
India. 

(***) Ministére de la Santé publique, Laboratoire d’Hygiéne, Ottawa, 
Canada. 
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i leur pouvoir protecteur in vivo. Le groupe n° 1 comprend : car- 
bomycine, érythromycine, novobiocine, oléandomycine et spira- 
mycine. Le groupe n° 2 comprend cinq tétracyclines : auréomy- 
cine, déclomycine (1), terramycine, revérine (2) et chlorhydrate de 
tétracycline. 


METHODES ET RESULTATS 


1° Epreuves in vitro. 


Nous avons versé des concentrations variables d’antibiotiques 
dans des tubes contenant chacun 9,0 ml de milieu de Todd Hervitt 
(Updyke et Nickle [42]) de fagon a obtenir des concentrations 
finales étalées de 0,0125 a 1,6 ug/ml. Chacun de ces tubes fut 
ensemencé avec I goutte d’une culture de dix-huit heures en 
bouillon de D. pneumoniae T2 ajustée photométriquement a 
2 x 10° corps bactériens/ml, et maintenue a l|’étuve a 37° C pen- 
dant vingt-quatre heures. La culture y fut alors arrétée par addi- 
tion de 0,5 ml de formol, et le point terminal fut évalué. Les 
résultats sont exposés par le tableau I. 


Taste I. — The inhibitory concentration of antibiotics. 


MINIMAL INHIBITORY 
ANTIBIOTIC CONCENTRATIONS 
(ug/ml) 
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On y voit que l’érythromycine (groupe I) a l’activité in vitro 
la plus forte, quatre fois supérieure a celle de la spiramycine et 
a celle de la carbomycine, seize 4 trente-deux fois supérieure a 


(1) Déméthylchlortétracycline. 
(2) n-pyrrolidino-méthyltétracycline. 
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celle de l’oléandomycine et a celle de la novobiocine. Dans le 
groupe des tétracyclines ce sont l’auréomycine et la déclomy- 
cine qui arrivent en téte, suivies par le chlorhydrate de tétracy- 
cline et la revérine, tandis que l’oxytétracycline a l’activité in 
vitro la plus faible. 


2° EPREUVES in vivo. 


a) Distribution de lVantibiotique dans les organes. — Chaque 
souris de cing groupes de huit souris albinos (poids : 25 a 28 g) 
recut sous la peau 100 mg/kg d’antibiotique. Chaque groupe recut 
un antibiotique différent. Deux souris de chaque groupe furent 
sacrifiées apres trois, aprés six, aprés quinze a dix-huit et aprés 
vingt-quatre heures. Leurs poumons, leur rate, leurs reins et 
leur foie furent prélevés et broyés séparément dans des broyeurs 
en pyrex. Les broyats furent mis en suspension individuellement 
de facon a avoir 1 g de tissu pour 10 ml de tampon phosphate 
(pH 7 pour la spiramycine, pH 8 pour les autres antibiotiques 
du groupe 1. Une solution tamponnée a pH 4,5 fut utilisée pour 
les tétracyclines du groupe 2). Les tubes furent alors agités dou- 
cement, a la main, pendant dix minutes, puis centrifugés a 
2000 t/mn pendant quinze minutes. Le surnageant fut prélevé 
et éprouvé quant a son contenu en antibiotique selon la technique 
de Grove et Randall {5}. L’expérience fut effectuée deux fois. Les 
résultats sont exposés par les tableaux II et III. 


On y voit que la plus forte concentration antibiotique dans les 
organes est celle de la spiramycine. Non seulement la spiramycine 
donne la plus forte concentration au bout de trois heures, mais 
encore elle persiste avec les taux les plus élevés pendant la 
période la plus longue et jusqu’aprés vingt-quatre heures. 

Aprés elle, vient l’érythromycine dont la concentration est forte 
pendant au moins six heures, mais tombe rapidement aprés quinze 
et vingt-quatre heures. 


Les trois autres antibiotiques du groupe 1 donnent des concen- 
trations satisfaisantes au bout de trois heures, mais dont il ne 
reste que des traces aprés six heures et rien du tout aprés quinze 
heures. 


Les cing tétracyclines (groupe 2) ont un schéma de distribution 
identique au bout de trois et au bout de six heures. Généralement, 
les concentrations les plus élevées s’observent dans le foie et dans 
les reins, sauf pour la déclomycine dont la plus forte teneur est 
dans la rate. Seules l’auréomycine et la déclomycine sont déce- 
lables dans les tissus de souris aprés dix-sept et aprés vingt- 
quatre heures. 
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b) Epreuves de protection de la souris. — Chaque souris de cing 
groupes de soixante recut sous la peau 100 mg/kg d’antibioti- 
ques (antibiotiques du groupe 1). Ces souris étaient soumises au 
méme régime alimentaire et pesaient le méme poids que celles 
utilisées dans l’expérience relatée ci-dessus. Nous constituames 
un groupe témoin de soixante souris. Immédiatement aprés l’injec- 
tion d’antibiotique, trois heures aprés et six heures aprés, vingt 
souris de chaque groupe (en méme temps qu’un nombre corres- 
pondant de souris du groupe témoin) recurent par voie périto- 
néale 4 DML de D. pneumoniae T2 (soit environ 80 000 individus 
bactériens) et furent mises en observation pendant sept jours. 
Les résultats sont exposés dans le tableau IV. 

Dans le cas des tétracyclines, les groupes furent de trente au 
lieu de soixante souris (trois sous-groupes de dix au lieu de trois 
sous-groupes de vingt). Et les inoculations d’épreuve intervin- 
rent trois, six et dix-sept heures aprés l’administration de |’anti- 
biotique. Les résultats sont exposés par le tableau V. 

Toutes les souris traitées par la spiramycine ont survécu. L’éry- 
thromycine en a protégé 8/20, 4/20 ou aucune selon que l’injection 
d’épreuve avait été faite immédiatement, ou trois heures aprés, ou 
six heures apres l’administration de l’antibiotique. 

L’oléandomycine, la novobiocine et la carbomycine ne donnérent 
aucune protection. 

L’auréomvcine protégea toutes les souris éprouvées au bout de 
trois et au bout de six heures et seulement trois de celles éprouvées 
au bout de dix-sept heures. La déclomycine protégea quelques 
souris éprouvées aprés trois et aprés six heures, mais aucune de 
celles éprouvées aprés dix-sept heures. La revérine, la terramy- 
cine et le chlorhydrate de tétracycline ne donnérent aucune pro- 
tection. , 


DISCUSSION 


Pour apprécier l’efficacité d’un antibiotique, il faut considérer 
les cing facteurs suivants : 


a) Activité in vitro. 

b) Toxicité. 

c) Nature chimique et stabilité dans l’organisme. 

d) Absorption, rétention et élimination. 

e) Pouvoir protecteur in vivo. 

Pour les deux premiers, des épreuves courantes suffisent. II 
n’en va pas de méme pour les trois autres. Jusqu’é une époque 
récente, la détermination du taux de concentration dans le sérum 


fut réputée fournir les résultats les plus valables. Un taux de 
concentration haut et constant était supposé traduire une bonne 
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absorption et une excrétion lente. Actuellement cela est mis en 
doute. 

Dans la présente étude l’érythromycine se montre I’ antibiotique 
du groupe 1 le plus efficace in vitro. La spiramycine manifeste 
une affinité tissulaire supérieure A celle de l’érythromycine. Et 
les trois autres antibiotiques de ce groupe sont excrétés plus vite. 
Quoique moins active in vitro, la spiramycine est, dans ce groupe, 
celle qui protége le mieux la souris. L’oléandomycine, la carbo- 
mycine, la novobiocine (excrétées plus vite) ne la protégent pas. 
L’érythromycine, encore décelable aprés dix-sept heures, lui 
confére une certaine protection. 

Nous avons procédé a une série d’expériences mettant en jeu 
les cing antibiotiques du groupe 1 administrés a des singes (Eidus 
et coll. [8}). Les antibiotiques furent administrés par voie sous- 
cutanée (65 mg/kg) 4 des singes et leur concentration dans diffé- 
rents tissus fut conforme au schéma d’affinités établi pour la 
souris. Plus l’animal est petit, plus vite il excréte une importante 
proportion de l’antibiotique injecté. Aussi, les concentrations dans 
les tissus de singes furent-elles supérieures a celles observées 
dans les tissus de souris. Ceci suggére que les résultats expéri- 
mentaux acquis chez l’animal peuvent étre valables pour l’homme 
sous réserve que la voie d’administration soit la méme. 

Dans le groupe n° 2 (tétracyclines), l’auréomycine et la déclo- 
mycine se montrent plus actifs in vitro que les trois autres. Injec- 
tées 4 la souris, elles sont aussi retenues plus longtemps dans les 
tissus. On voit qu’elles peuvent y étre décelées jusqu’aprés vingt- 
quatre heures et, a ce stade, protégent encore la souris. Les trois 
autres antibiotiques, excrétés plus rapidement, ne donnent aucune 
protection. 

La concentration de l’auréomycine dans les tissus, a la fin de 
la dix-septiéme heure, est la moitié ou les deux tiers de la concen- 
tration a la fin de la troisiéme heure. Celle de la déclomycine 
a la fin de la dix-septieme heure est beaucoup plus faible par 
rapport a ce qu’elle est a la fin de la troisiéme heure. Ceci montre 
que l’auréomycine est excrétée plus lentement que la déclomycine 
et par suite confére une meilleure protection. 


RESUME 


Des expériences conduites parallélement ont permis de com- 
parer les affinités tissulaires de deux groupes de cing antibio- 
tiques. 

In vitro, ceux du groupe 1 se classent dans l’ordre d’activité 
décroissante suivant : érythromycine, spiramycine, carbomycine, 
oléandomycine, novobiocine. Et ceux du groupe 2 (tétracyclines) 
dans l’ordre suivant : déméthylchlortétracycline (déclomycine), 
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auréomycine, chlorhydrate de tétracycline, revérine, terramycine. 


In vivo, la plus forte affinité tissulaire est, dans le groupe 1 
celle de la spiramycine, et, dans Je groupe 2, celle de l’auréo- 
mycine. 

Les antibiotiques dont l’affinité tissulaire est la plus élevée, 
sont ceux qui protégent le mieux la souris contre l’infection pneu- 
mococcique expérimentale. Ce sont : dans le groupe 1, la spiramy- 
cine, et dans le groupe 2, l’auréomycine. 


SUMMARY 


ONE OF THE FACTORS INFLUENCING THE ACTION OF ANTIBIOTICS. 


Comparative in vitro and in vivo tests were conducted on two 
groups of five antibiotics. In group n° 1, in vitro activity was 
in the following order : erythromycin, spiramycin, carbomycin, 
oleandomycin and novobiocin. Among the tetracycline derivatives 
(group n° 2), demethylchlortetracycline exhibited the highest in 
vitro activity, followed by chlortetracycline, tetracycline hydro- 
chloride and n-pyrrolidino-methyl-tetracycline, while oxytetracy- 
cline was lowest in the order. 


Spiramycin gave the highest tissue affinity amongst the five anti- 
biotics in group n° 1. Chlortetracycline and demethylchlortetra- 
cycline showed more tissue affinity amongst the five antibiotics in 
group n° 2. In animal protection experiments, it was found that 
antibiotics exhibiting the greatest affinity for tissues were more 
capable or protecting animals against a subsequent lethal dose 
of pneumococci. Spiramycin in group n° 1 and chlortetracycline 
in group n° 2 gave much better protection than other antibiotics. 
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ETUDE DES CARACTERES BIOCHIMIQUES, 
ET ANTIGENIQUES DES £. COLI O 119: Bia 
ET DE LEURS ANTIBIOTYPES PREDOMINANTS 


par May Mc CALLUM (*), Léon et Simone LE MINOR 
et Yves CHABBERT (**). 


(Institut Pasteur) 


Les E. coli 0 119:B,, constituent un des sérotypes entéropa- 
thogénes pour le nourrisson. 


Smith [47] fut le premier a signaler, en 1953, l’existence, a 
Aberdeen, de ce sérotype d’E. coli dans les gastro-entérites infan- 
tiles. I] en avait isolé 21 souches qui, toutes, possédaient |’anti- 
gene H,. Ce méme sérotype avait été décrit sous le nom de 
O 34 W en 1948, par Wramby [20] qui l’avait isolé de diarrhée 
du veau. 


Sa fréquence varie beaucoup suivant les pays. Aux Etats-Unis, 
il est rarement trouvé et les seuls articles ot nous l’ayons trouvé 
mentionné, sont les suivants : Grabar et Dunlop [8] ne l’ont pas 
rencontré dans les cultures de 100 prélévements de sélles effec- 
tués chez 100 enfants malades. Quilligan et coll. [43] ont isolé 
48 souches d’E. coli des sérotypes entéropathogénes de préléve- 
ments de 256 enfants diarrhéiques. Sur ces 48 souches, une seule 
appartenait au sérotype O 119:B,,. Cooper et coll. [8] ont iden- 
tifié onze fois O 119:B,, sur 125 E. coli entéropathogénes pro- 
venant de 2 169 enfants présentant une diarrhée. 


En 1959, Cooper et coll. [4] ont recherché les E. coli entéropa- 
thogénes chez les méres et les nourrissons dans une maternité. 
Ils n’ont trouvé qu’une fois O 119:B,, chez une mére, et une 
autre fois chez un nourrisson (qui n’était pas l’enfant de la mére 
qui éliminait des O 119:B,,). 


(*) Adresse actuelle : Royal Maternity Hospital, Glasgow. 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 juillet 1961. 
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Dans une étude sur la répartition des E. coli entéropathogénes 
aux Etats-Unis durant les années 1950-1956, Ewing et coll. [6] 
disent qu’ils n’ont pas rencontré O119:B,, dans les épidémies 
de gastro-entérite infantile mais seulement dans les cas_ spo- 
radiques. Une fois ils ont trouvé le sérotype O 119:B,,:H, de 
Smith. Mais ils décrivent des souches immobiles, des souches 
avec les antigénes H,, H, ou un nouvel antigéne H (en 1957, 42 
antigénes H des FE. coli étaient connus). 


Si, jusqu’a présent, les O 119:B,, sont rares aux Etats-Unis, 
il n’en est pas de méme en Europe occidentale. En Angleterre et 
au Pays de Galles, leur nombre reste, suivant Taylor [48], assez 
constant depuis 1955. En cette année, 193 foyers d’entérite infan- 
tile 4 O119:B,, ont été détectés, en 1956 127, en 1957 316, en 
1958 148. Pendant ces quatre années, 15 décés furent observés. 
Au contraire, Cook {2] ayant, pendant deux ans, effectué des 
coprocultures 4 1 044 enfants admis dans des créches, n’a trouvé 
aucun porteur de O119:B,,. La méme année, Gamble et Row- 
son {7} publiérent une étude rapportant les résultats de leurs 
recherches d’E. coli de gastro-entérite chez les enfants sains de 
créches. Dans l’une d’elles, le sérotype dominant était O 119:B,,. 
En Ecosse, ce sérotype est souvent rencontré dans les épidémies 
de gastro-entérite infantile souvent graves survenant chez les 
nouveau-nés des maternités et dans les services de nourrissons. 


Dans la région de Strasbourg, Sacrez et coll. [46], Lévy [44] 
ont signalé la relative fréquence de ce sérotype qu’ils ont ren- 
contré chez 98 nouveau-nés et nourrissons hospitalisés a la cli- 
nique infantile de Strasbourg. Lors de cette épidémie, la gravité 
des cas d’entérite 4 O119:B,, fut nettement moindre que celle 
observée avec d’autres sérotypes comme O 111:B,. 


En résumé, si aux Etats-Unis le sérotype O 119:B,, n’est ren- 
contré que dans des cas sporadiques, si dans l’est de la France 
on ne le voit jusqu’a présent que dans des épidémies peu graves, 
en Angleterre et surtout en Ecosse, il est 4 l’origine de certaines 
épidémies graves avec un assez fort pourcentage de mortalité. 


Ces variations du pouvoir épidémique et de la gravité des cas 
sont connues sans qu’on puisse en connaitre actuellement la 
cause. En France, O 55:B, n’a jamais été le sérotype prédominant, 
comme il le fut en Grande-Bretagne. Nous avions déja signalé [10] 
la localisation presque exclusive Outre-Manche du_ sérotype 
O55:B, a réaction phénylpropionique positive. En France, le 
sérotype longtemps prédominant fut O 111:B,. Il est a Vorigine 
encore actuellement de nombre d’épidémies, mais tend a étre 
remplacé par O 127:B, (Viarre et coll. {49]). Les souches de ces 
deux sérotypes sont d’ailleurs les plus résistantes aux antibiotiques. 
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MATERIEL ET METHODES 


340 souches ont été étudiées : 99 provenaient de Berlin (D™ Hoffmann 
et D™ Marcus), 156 de Strasbourg (Professeur Minck et D" Lutz), 29 de 
Liége (Professeur Fredericq), 12 de Saigon (D* Litalien), 11 de Lyon 
(D™ Courtieu, D* Le Tellier), 11 du Mulhouse (D? Tempé), 1 de Paris, 
2 de Toulouse (Professeur Enjalbert), 1 de Rouen (D™ Robin), 1 de Bor- 
deaux (D" Bentegeat), 13 d’Aberdeen (D™ Smith), 2 de Glasgow 
(Yorkhill Children’s Hospital), 1 du Mexique (D" Varela), 1 de Pen- 
sylvanie (D? Glantz), cette derniére étant la seule d’origine vétérinaire : 
elle provenait de diarrhée du veau. Toutes les autres ont été isolées 
par coproculture chez le nourrisson. 

Toutes ces souches ont été conservées & la température du laboratoire 
dans de petits tubes soigneusement bouchés au caoutchouc, contenant 
de la peptone gélosée ensemencée par piqdre. Avant d’en faire l'étude, 
nous les avons isolées sur milieu de Drigalski et nous sommes repartis 
d’une colonie agglutinable sur lames par le sérum O119:B,,. 


ETUDE DES CARACTERES BIOCHIMIQUES. — Une colonie isolée sur milieu 
de Drigalski a été ensemencée sur eau peptonée et gélose ordinaire 
inclinée. Aprés un séjour de six heures au bain-marie 4 37°, ces tubes 
ont servi & ensemencer les milieux pour étude des caractéres biochi- 
miques : pouvoir fermentatif des sucres et alcools (xylose, arabinose, 
adonitol, glucose, mannitol, sorbose, sorbitol, dulcitol, lactose, mal- 
tose, saccharose, tréhalose, inositol, salicine et rhammnose). 

Nous avons examiné quotidiennement les portoirs, incubés 4 37° 
durant dix jours. 

L’utilisation du citrate comme seule source carbonée a été recherchée 
sur milieu de Simmons, la production d’H,S sur gélose au sous-acétate 
de plomb additionnée d’hyposulfite de sodium, les réactions au rouge 
de méthyle et de Vosges-Proskauer en milieu de Clark et Lubs, la lysine- 
décarboxylase sur milieu de Carlquist, l’hydrolyse de l*urée, la pro- 
duction d’indole et la tryptophane-désaminase sur milieu urée- 
indole [44] et la fermentation du D-tartrate de sodium en eau peptonée, 
la lecture se faisant aprés addition d’acétate de plomb [9]. 

Enfin, la réaction a l’acide §-phényl-propionique (P. P.) a été effec- 
tuée sur boite de gélose ordinaire contenant 0,20 g p. 1000 de cet 
acide (encore appelé acide hydrocinnamique). Les cultures sont ense- 
mencées en surface sur des plages de 0,5 cm de diamétre et la lecture 
est faite aprés séjour de vingt-quatre heures 4 37°. Une réaction positive 
se manifeste par un brunissement de la gélose autour de la culture, 
brunissement souvent plus intense aprés un séjour supplémentaire de 
un ou deux jours a la température du laboratoire (d’Alessandro et 
Comes [4]). Nous avons déja signalé l’intérét de cette réaction dans 
les groupes de E. coli O111:B, et 055:B, (Le Minor et coll. [40]). 


_Eruve ANTIGENIQUE. — Toutes nos souches ont été titrées en tubes 
vis-a-vis d’un sérum de lapin préparé avec la souche 0 119 By cae 
Centre International des Salmonella et Escherichia (souche W 34). 
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Cette souche étant mobile, nous avons employé la méthode de 
Roschka [45] pour diminuer le pouvoir agglutinogéne H: les bactéries 
récoltées sur gélose séche sont mises en suspension dans I’alcool absolu. 
Aprés un séjour de deux heures 4 37°, on centrifuge et le méme trai- 
tement est renouvelé. Puis les bactéries sont mises en suspension dans 
l’acétone, centrifugées et traitées 4 nouveau deux fois par ce solvant. 
Aprés le dernier traitement, le culot est trituré au moyen d’un agita- 
teur jusqu’a ce que l’acétone soit évaporé. Nous avons immunisé les 
animaux suivant la méthode habituelle en mettant extemporanément 
la poudre bactérienne en suspension dans l’eau physiologique. Dans 
ces conditions, la réponse des animaux en agglutinines H est fortement 
diminuée. 

Quand, aprés plusieurs repiquages de gélose molle a gélose molle, 
les cultures étaient suffisamment mobiles pour envahir en dix-huit 
heures tout le milieu, nous les avons repiquées sur bouillon. Aprés 
six heures de séjour au bain-marie a 37°, ceux-ci ont été additionnés 
de 0,5 p. 100 de formol, laissés vingt-quatre heures 4 1’étuve a 37°, 
et dilués en eau physiologique de maniére & avoir une opacité corres- 
pondant 4 500 millions de Salmonella par centimétre cube. Nous avons 
ensuite recherché l’agglutinabilité de ces suspensions dans les 48 sérums 
correspondant aux 48 antigénes H actuellement reconnus chez les 
E. coli. Pour orienter le diagnostic, nous avons d’abord utilisé 9 mélanges 
de sérums et effectué un titrage a la dilution unique du 1/100. Quand 
un des mélanges provoquait la formation, aprés deux heures d’étuve, 
d’une agglutination H morphologiquement typique, nous avons 
recherché l’agglutination vis-a-vis de chacun des sérums constituant 
le mélange ici encore dilué uniquement au 1/100. Puis nous avons 
procédé au titrage complet du 1/100 a la dilution correspondant au titre 
homologue, vis-a-vis du ou des sérums qui avaient agglutiné au 1/100 
la suspension en étude. Enfin, nous avons, dans un certain nombre 
de cas ot. une agglutination 4 un titre élevé était observée avec plu- 
sieurs sérums, procédé a des épreuves de saturation. 


SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES. — Nous avons examiné la sensibilité 
de nos souches a4: streptomycine, néomycine, kanamycine, chloram- 
phénicol, tétracycline, colistine et aux sulfamides : sultiréne, thiazo- 
mide, rufol, adiazine et furadoine. Les boites de macération de viande 
gélosée pour antibiotiques, de gélose au sang laqué pour les sulfamides 
ont été recouvertes d’une dilution 4 10—* en eau physiologique, d’une 
culture en bouillon de vingt-quatre heures, et l’excés de suspension 
aspiré A la pipette Pasteur. Les disques imprégnés d’antibiotiques ou 
de sulfamides ont été ensuite déposés a la surface. 

Parallélement aux souches en étude, nous avons ensemencé, pour 
chaque série de titrages, la souche de staphylocoque 209 P qui nous 
a servi de souche de référence. 

Pour controler la méthode des disques, nous avons titré la sensibilité de 
15 souches par la méthode des stries vis-a-vis de : streptomycine, kana- 
mycine, néomycine, chloramphénicol. Une gamme de dilutions en eau 
distillée stérile fut préparée de maniére a avoir dans les géloses les 
concentrations finales échelonnées de 100 ng/ml a 0,78 ug/ml obtenues en 
ajoutant 3 ml de dilution d’antibiotique 4 27 ml de gélose liquéfiée 4 45°. 
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Pour la tétracycline, nous avons commencé 4 25 pg/ml, et pour la 
colimycine, nous avons remplacé la gélose ordinaire par la gélose Difco. 
Le titrage des sulfamides fut effectué sur milieu au sang laqué, et nous 
avons commencé & la dilution de 100 ug/ml. 

Les boites ont été ensemencées en stries en utilisant une pipette Pas- 
teur 4 extrémité recourbée et a orifice trés fin, remplie d’une dilution 
4 10— en eau distillée stérile d’un bouillon de vingt-quatre heures. 
Sont considérés comme résistants 4 une concentration donnée les 
germes qui cultivent le long de la strie d’ensemencement, comme sen- 
sibles ceux qui sont inhibés. 


RESULTATS 


Nous grouperons les souches suivant leur antigéne H. Nous 
subdiviserons ensuite les sérotypes O BH suivant leurs carac- 
teres biochimiques. 


AnticEnEs H. 


Nous avons trouvé 7 antigénes H différents parmi les 340 sou- 
ches étudiées (tableau I). L’antigéne H le plus fréquent est H, 
(821 souches, soit 94 p. 100). Puis viennent par ordre de fré- 
quence H, et H,, (4 souches), H, (8 souches) et enfin H,, H,, (le 
type trouvé par Wramby dans la diarrhée du veau) et H,,, repré- 
sentés chacun par une souche. Toutes les souches de Berlin (99), 
de Saigon (12), de Mulhouse (11) possédaient l’antigéne H, et 
les deux souches de Toulouse, H,,. L’une des 3 souches H, avait 
été isolée de veau en Pennsylvanie. 


A notre connaissance, les antigénes H, et H,, n’ont jamais été 
signalés chez les O 119:B,,. Nous n’avons, par contre, pas ren- 
contré les antigénes H, et H,, signalés aux U. S. A. par Ewing [6]. 

Quand nous avons titré les suspensions des souches possédant 
l’antigéne H, dans les 48 sérums H, nous avons obtenu une agglu- 
tination a 1/6 400 dans le sérum homologue et une coagglutination 
au 1/400 dans le sérum H,,. Nous avons retrouvé cette méme 
coagglutination avec la souche H, du Centre International des 
Salmonella et Escherichia. 


Nous avons ensuite saturé les sérums H, et H,, par nos souches 
H,, et nous les avons ensuite titrés en présence des suspensions 
des souches type H, et H,,. Le sérum H, fut complétement saturé 
par nos souches. Le sérum H,, saturé en agglutinait au contraire 
encore la suspension homologue a 1/400. Nous avons ensuite fait 
des cultures de nos souches H, en tube U de gélose molle addition- 
née de sérum H,,. Aprés deux passages, elle n’était plus agglu- 
tinée par le sérum H,, et le titre d’agglutination dans le sérum H, 
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était abaissé a 1/400. Ces résultats montrent que l’antigéne H, 
posséde une fraction commune avec H,,. Cet antigéne H,;, le der- 
nier individualisé chez les E. coli, a été décrit par I. et F. Orskov 
en 1960 [42]. C’est l’antigéne flagellaire de la souche K,,. 


Tasreau I. — Différents types d’antigéne H et leur origine. 
ORIGINE 1st, | tele || ISG, |) 8G, || dete | Teby, | ast. || Nea 
| 
IBIGRE DN | s95: jeseseaeus ce secede 97 
STRASBOURG (551 cierrsin ye .2 I I 148 2 I 3 
BEA Ses ONC 2h oie ce Ree a 28 I 
DALGONS retin econ eeen sf I2 
TE VO Ngee ate Ras acevo tis seeks 6 i I I 2 
MRT OUSE, Pave bs wists II 
IPR RIG I ary ee Wincteead.2-« PORIS e I 
LOUROUSH an gent eciscts a6 o: 2 
XBR) EEN Gey) asics S atoiele 13 
GYASCOW =e ites clas ee ss 2 
HNOUENG fees so Secs: Hee oe 
IRORDEAUR 2s setieae sence 6s I 
ENING ViEWANTE |b tere ostajene ei. I 
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CARACTERES BIOCHIMIQUES. 


Les souches O 119:B,, ont les caractéres généraux des E. coli : 
elles font fermenter rapidement glucose (avec gaz), tréhalose, ara- 
binose et lactose (A une exception pres), sont incapables d’utiliser 
le citrate sur milieu de Simmons, n’hydrolysent pas l’urée, ne 
donnent pas d’H,S, ne produisent pas d’acétyl-méthyl-carbinol, 
donnent une réaction au R. M. positive. A de rares exceptions prés, 
le D-tartrate de sodium n’est pas fermenté, les souches produisent 
de indole, ont une lysine-décarboxylase et font fermenter xylose, 
mannitol et maltose. Contrairement a ce que nous avions observé 
avec les souches des groupes O 111:B, et O,,:B;, la réaction a 
Vacide phényl-propionique est, avec O119:B,,, constamment 
négative. 


a) SéroryrPe H,. 

Les 321 souches de ce type attaquaient rapidement sorbose, 
lactose (sauf une souche), sorbitol (sauf une souche) et saccha- 
rose. Par contre, l’inositol et, a une exception prés, |’adonitol 
ne furent pas fermentés. 
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La fermentation du rhamnose et du dulcitol, du mannitol, du 
xylose et de la salicine varie suivant les souches et permet de 
les classer en 8 types biochimiques (tableau I). 


Tasreau Il. — Caractéres biochimiques des sérotypes H,. 
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1° Parmi les souches du biotype 1 (19 de Berlin, 3 de Glas- 
gow, 1 de Strasbourg, 1 de Liége), la souche de Liége faisait 
fermenter l’adonitol, alors que toutes les autres donnaient un 
résultat négatif. Une autre de Berlin ne fermentait pas le sor- 
bitol. D’autre part, contrairement a toutes les autres de ce groupe, 
les deux souches de Glasgow qui provenaient de la derniére 


épidémie qui eut lieu dans cette ville, ne fermentaient pas le 
maltose. 


2° Le biotype 2 correspond a la majorité des souches (279). 
Dans ce groupe, 4 souches (8 de Berlin, 1 de Saigon) ne pro- 
duisaient pas d’indole, et une (de Saigon) ne faisait pas fermenter 


ETUDE D’E. COLI 0119:B,, 905 


le lactose, méme a la concentration de 10 p. 100, aprés dix jours 
d’observation. D’autre part, 3 souches de Berlin ne faisaient fer- 
menter qu’en cing ou six jours le lactose a 0,5 p. 100. 


3° Les 4 souches du biotype 3 (8 de Berlin et 1 de Strasbourg) 
ne font pas fermenter le mannitol, contrairement a toutes les 
autres. 


4° Au biotype 4 appartiennent 2 souches de Strasbourg et 1 
de Berlin. 


5° Les 2 souches du biotype 5 proviennent de Berlin, ainsi que 
celle du biotype 6. 


6° Le biotype 7 contient 7 souches, toutes isolées 4 Saigon, 
qui ne font pas fermenter le xylose, contrairement a toutes les 
autres O 119:B,,. Elles font d’autre part fermenter tardivement 
et irréguliérement la salicine. 


7° La souche du biotype 8 provient de Berlin. 


En raison du petit nombre de souches (11) qui se trouvent dans 
les groupes salicine négatifs (5, 6, 7, 8), on pourrait inclure les 
12 souches qui les composent dans les groupes 1, 2, 3, 4, dont 
elles constitueraient une variété salicine négative. Dans ces condi- 
tions, le sérotype 119:B,,:H, ne contiendrait que 4 biotypes. 


b) Sérotypre H,. 


Il n’est représenté que par 3 souches qui, malgré des origines 
trés différentes (une isolée 4 deux reprises chez un enfant a Stras- 
bourg, 1 du Mexique et 1 de diarrhée du veau de Pennsylvanie) 
avaient des caractéres biochimiques identiques. 

Elles font fermenter tous les sucres que nous avons mentionnés 
sauf l’adonitol, l’inositol et la salicine. 


c) Sérotype H,. 


Nous n’avons rencontré qu’une souche ayant cet antigéne H, a 
notre connaissance jamais signalé chez les O 119:B,,. Elle pro- 
vient de Strasbourg et a les mémes caractéres biochimiques que 
ceux du groupe 1 des O 119:B,,:H,. 


d) Stroryre H,. 


Nous avons trouvé cet antigéne chez 2 souches de Strasbourg, 
1 de Liége et 1 de Lyon. La fermentation du dulcitol, du rham- 
nose et la recherche de la lysine-décarboxylase peuvent permettre 
de les classer en 3 types biochimiques (tableau III) qui peuvent 
étre ramenés a 2 si l’on considére la souche du groupe 2 comme 
variante rhamnose négative du groupe 1. L’un de ces groupes 
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est dulcitol et LDC —, l’autre dulcitol et LDC +. Les caractéres 
biochimiques de ce dernier sont identiques au biotype | des séro- 
types H,. 


e) Strotryre H,,. 


Une seule souche, isolée 4 Lyon, appartient 4 ce sérotype qui 
fait fermenter tous les sucres sauf sorbose, dulcitol, saccharose 
inositol. Ces caractéres biochimiques ne sont retrouvés a la fois 
chez aucun autre sérotype de O 119:B,,. 


Tasieau III. — Caractéres biochimiques des sérotypes H,. 
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f) Strotype H,,. 


L I rd 
Nous avons trouvé 4 souches de ce sérotype : deux d’entre 


elles ont des caractéres biochimiques tout a fait différents des 
autres O 119:B,, et sont les deux seules souches recues de Tou- 
coe Les deux autres, originaires de Paris et Strasbourg, avaient 
es caractéres biochimiques des groupes 2 et 3 du sérotype H 
(tableau IV). j a 
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Tasteau IV. — Caractéres biochimiques des sérotypes a 
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g) StrotyrPe H,,. 


Une seule souche, isolée 4 Lyon, possédait cet antigéne. Les 
caractéres biochimiques sont semblables a ceux du groupe 1 du 
sérotype H, et a ceux du sérotype H, : tous les sucres ont fermenté 
a l’exception de l’adonitol, de l’inositol et de la salicine. A 
notre connaissance cet antigéne H n’avait jamais été signalé chez 
les, OM OB 


h) SoucHES IMMOBILES. 


Nous n’avons pas pu isoler de bactéries mobiles de 5 souches. 
On peut les diviser en deux biotypes en se basant sur la fermen- 
tation du dulcitol, d’une part, du sorbose, du saccharose et de la 
salicine d’autre part (tableau V). Chez les souches H,,, nous 
avons vu que la fermentatioin ou la non-fermentation de ces trois 
sucres allaient de pair. I] en va de méme chez les souches immo- 
biles. Quatre des souches ont des caractéres biochimiques iden- 
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tiques et différents des autres O 119:B,,, une souche des carac- 
teres biochimiques identiques au biotype 1 du sérotype H,. Elle 
pourrait donc étre considérée comme une variante immobile de 
ce dernier. 


Tasteau V. — Caractéres biochimiques des souches non mobiles. 


ATADINOSEN. ET ae net ahs x vers aerate ee ete ree | 
ACOUItOUS  ocetersisdeists onsets ai tatereneieiena = tebe nerieiens 
IR MainitOSO%;,< i sacar ss ieee ns Sie da eoouene 
GIT C OSC eee igs sirsins Bea oe vase one Sire te cee en eee 
SOLDPOSEgs Stet dedi aiea eae wes CONE ee Re ee aero 
SOLDILOLD ctenaaeres tictice oiaierenenerci es mie eee | 
PV CHEON M RMsIN a ees. crsk rene mh a rcaceclnct Spee Lok inten eee 
IMATIIITOL wot witcasiue stieethae Gea eiatayane etree ame onareaat 
SXEVLOSE Wea canes cs ueieiee alana auehas cote bmie eters eae Peale 
eA CEOSOUC SiG rye aout: tile ex pia lata eh ete 
MIT AIEOG SHS Bates rs ceccss ten teietaiann terres lee ie eee 

SACO MALOSGen eaters ateuer tierce ra aire cae tee eo 

Pierehaloseyet: stony «one sears Cote erates Meee eran | 
TNOSICOMM AG ro a PA Rene he eee eee | 
Salicine 


Uréase 


Et (tbe bie beet eet ltt 
[Fea ee TS [eee Rete oe eee |e 


PP 


aS 
Lal 


> 


SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES ET SULFAMIDES. 


La sensibilité aux antibiotiques et sulfamides a été recherchée 
pour toutes les souches que nous avons citées ci-dessus. Nous 
y avons ajouté 2 souches de Glasgow récemment recues. 

Pour contrdler la méthode des disques, nous avons titré 
15 souches par la méthode des stries décrite ci-dessus : pour des 
raisons diverses les résultats obtenus avec la méthode des disques 
se sont montrés plus qualitatifs que quantitatifs et il n’a pas été 
possible de donner avec certitude la concentration minima inhibi- 
trice de chaque souche : on a considéré comme sensibles toutes 
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les souches inhibées par moins de 10 pg/ml. Une répartition glo- 
bale de la sensibilité n’aurait eu, du reste, que peu d’intérét étant 
donné que le point intéressant de telles études sur les E. coli 
entéropathogénes (Chabbert et coll. [4 bis}) est la diversité du 
pourcentage des souches résistantes d’aprés les origines. Si l’on 
appelle « antibiotype » une répartition particuliére des sensibi- 
lités et des résistances, on s’apercoit (tableau VI) qu’il y a des 
antibiotypes prédominants. La résistance ne se fait pas au 
hasard ; sur 382 antibiotypes possibles avec les cing antibiotiques 
utilisés ici, on en rencontre seulement 9, et 72 p. 100 des souches 
rentrent dans 4 types. 

Certains antibiotypes ne se rencontrent que pour une ou deux 
origines. D’autre part, pour les souches d’une origine, plus des 
deux tiers appartiennent quelquefois 4 un seul type, le plus sou- 
vent a deux ou trois types apparentés pouvant dériver facilement 
de un a l’autre. La résistance est essentiellement une question 
d’origine. 

Les souches isolées dans des cas sporadiques en France, a Bor- 
deaux, Toulouse, Rouen, Paris et en Pennsylvanie sont sensibles 
a tous les antibiotiques. Les souches de ‘Lyon proviennent de deux 
services différents; parmi elles 3 résistent a la tétracycline et 
ces 3 souches provenaient du méme service. Les 3 souches de 
Mulhouse se comportent de la méme fagon. 

Plus intéressante est la répartition dans les épidémies hospi- 
taliéres ou les souches ont été isolées en plus grand nombre. Parmi 
les souches isolées a Berlin et 4 Strasbourg, une proportion 1mpor- 
tante présente une résistance au chloramphénicol, soit isolée, soit 
associée A une résistance a la streptomycine ou 4 la tétracycline. 
Les souches de Strasbourg adressées par le D*® Lutz se caracté- 
risent par la présence de 12 p. 100 de souches d’un antibiotype 
spécial (résistance 4 la kanamycine et a la tétracycline) que l’on 
ne rencontre nulle part ailleurs. Les autres souches de Strasbourg 
adressées par le professeur Minck contiennent 2 souches résis- 
tantes a la colistine, les seules sur les 340 testées. La moitié des 
souches de Berlin sont sensibles 4 tous les antibiotiques, tandis 
qu’a Strasbourg le pourcentage est inférieur 4 10 p. 100. 

Dans certaines régions, la prédominance d’un antibiotype est 
trés nette : parmi les 25 souches de Liége (professeur Fredericq), 
17 appartiennent a un type caractérisé par la résistance a la 
kanamycine seule, ce type ne se rencontre que la. Sur 20 souches 
d’Aberdeen, 7 résistent seulement a la tétracycline. Enfin, les 
souches de Glasgow sont résistantes aux antibiotiques étudiés, 
a l’exception de la colistine. 

De plus, une certaine hétérogénéité des populations est apparue : 
vis-a-vis des tétracyclines, un pourcentage important de souches 
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a montré une population hétérogéne composée d’une majorité de 
bactéries sensibles et de 10 a 40 p. 100 environ de bactéries 
résistantes. Il est probable qu’il s’agit de bactéries résistantes 
a la tétracycline, donnant a l’isolement des éléments sensibles par 
mutation réverse. 


La résistance aux antibiotiques de la famille streptomycine, 
néomycine, kanamycine, a évolué de facon trés variable. Certaines 
souches se sont montrées résistantes a la streptomycine et sen- 
sibles a la néomycine et a la kanamycine, mais le type inverse, 
relativement rare en général, a été rencontré ici avec une certaine 
fréquence. La résistance croisée entre la kanamycine et la néo- 
mycine est habituellement considérée comme compléte. Quelques 
souches résistantes 4 la kanamycine ont montré une résistance 
moindre a la néomycine. Le jeu de résistances croisées dans cette 
famille est donc complexe pour les E. coli entéropathogénes. 


La sensibilité aux sulfamides a été étudiée pour certaines 
souches. Les résultats figurent dans le tableau VII. 


TasBLEAu VII. 
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Toutes les souches, a l’exception de celles de Glasgow, étaient 
sensibles 4 la furadoine. 


Nous n’avons pas remarqué de corrélation entre la sensibilité 
aux antibiotiques et aux sulfamides d'une part, les sérotypes H 
et les caractéres biochimiques d’autre part. Les souches de chaque 
région ont un antibiogramme qui leur est caractéristique. I] parait 
évident que les souches isolées d’épidémies ou d’endémies hospi- 
taliéres ont acquis une résistance a certains antibiotiques. Les 
souches résistantes 4 tous les antibiotiques, sauf la colistine, 
provenaient de Glasgow ou les O 119: B,, causent des épidémies 
sévéres avec morts chez les nouveau-nés et les nourrissons. Au 
contraire, les souches isolées de cas sporadiques ou de porteurs 
de germes étaient sensibles a tous les antibiotiques. 
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RESUME. 


L’étude antigénique de 340 souches de FE. coli 0119: By, 
a montré la grande fréquence de l’antigene H, rencontré chez 
321 souches (94 p. 100). Les autres antigenes H identifiés furent : 
H,,. Hy,’ Ha; Her». Hse: Hao He ot, Hug D avarent pas, a noize 
connaissance, été décrits chez 0119:B,,. Les caractéres bio- 
chimiques ont permis de subdiviser en biotypes ces sérotypes. 
Les résultats de l’antibiogramme n’ont aucun rapport avec les 
types sérologiques ou biochimiques. Les souches les plus résis- 
tantes ont été isolées d’épidémies graves, les plus sensibles de 
cas sporadiques. 


SUMMARY 


STUDIES ON BIOCHEMICAL AND ANTIGENIC CHARACTERS 
or E. coli O 119 B,, STRAINS AND THEIR PREDOMINANT ANTIBIOTYPES. 


The study of 340 strains of E. coli O 119 B,, showed a high 
frequency of antigen H,, found in 321 strains (94 °/.). The other 
H antigens identified were : H,, H;, H,, H.,;, Hs., Hy. H, and 
H,, do not seem to have been described yet in O 119 B,,. 

Their biochemical properties allow to subdivise these serotypes 
into biotypes. 

The antibiogram shows no relationship with the serological or 
biochemical type. The most resistant strains were isolated during 
severe epidemics, the most sensitive ones from sporadic cases. 


BIBLIOGRAPHIE 


[1] AvEssanpRo (G. bp’) e Comes (R.). Boll. I, S. M., 1952, °24, 291. 
[41 bis] Cuappert (Y.), Le Minor (S.), Le Minor (L.) et Nicotze (P.). 
Ann. Inst. Pasteur, 1954, 87, 175. 
[2] sary (G. T.). Mon. Bull. Min, Hlth and Pub. Lab. Ser., 1957, 
peoae 
[3] Cooper (M. L.), Watters (E. W.) and Keiiter (H.M.). Ann. N.Y. 
Acad. Sci., 1956, 66, 78. 


[4] Cooper (M.L.), Ketter (H.M.) and Watters (E. W.). Amer. J. 
Dis. Childr., 1959, 97, 255. 

[5] Ewine (W.H.). Ann, N.Y. Acad. Sci., 1956, 66, 61. 

[6] Ewine (W. H.), Tarum (H. W.) and Davis (B. R.). Pub. Hlth Lab., 
1957, 45, 118. 

[7] Gamste (D. R.) and Rowson (K. E. K.). Lancet, 1957, 2, 619. 

[8] Grapar (C. D.) et Duntop (S. G.). J. Lab. clin. Med., 1954, 44, 416. 


[9] Kaurrmann (F.). Enterobacteriaceae, Munksgaard, édit., Copenhague 
1951. 


ETUDE D’E. COLI O119:B,, 913 


[40] Le Minor (S.), Le Minor (L.), Nicotze (P.) et Butriaux (R.). Ann. 
Inst. Pasteur, 1954, 86, 204. 


[44] Livy (J. M.). Strasbourg Méd., 1959, 40, 405. 
[42] Orsxov (I.) et Orsxov (F.). Acta path. microb. scand., 1960, 48, 47. 


[43] Qurtuican (J. J.), Bupte (M.), Deprick (J. W.), Scorr (M. L.) and 
Burner (J.). Amer J. Dis. Childr., 1957, 93, 420. 


[44] Roxann (F.), Bourson (D.) et SzTrurm (S.). Ann. Inst. Pasteur, 1947, 
73, 914. 


[45] Roscuxa (R.). Klin Med., 1950, 5, 88. 


[46] Sacrez (R.), Lévy (J. M.), Minck (R.) et Porrter (G.). Strasbourg 
Méd., 1958, n° 6, 465. 


[47] Sirs (J.). J. Path. Bact., 1958, 66, 503. 

[48] Taytor (J.). Bull. Org. Mond. Santé, 1960, 23, 763. 

[49] Viarnre (M.), Gauprer (B.) et Burriaux (R.). Ann. Inst. Pasteur, 
1959, 97, 424. 

[20] Wrampy (G.). Investigations into the antigenic structure of Bac- 
terium Coli isolated from calves. Appelbergs Boktryckeriaktie- 
bolag, Uppsala, 1948. 


Annales de l'Institut Pasteur, 104, n° 6, 1961. 59 


RECHERCHES EN VUE D’UNE LYSOTYPIE 
DES BACILLES PYOCYANIQUES 


par Mme M. P. PAVLATOU et E. HASSIKOU-KAKLAMANI GAY 


(Hopital Alerandra, Athénes) 


Le bacille pyocyanique, considéré autrefois comme un microbe 
saprophyte, a attiré ces derniéres années l’attention de plusieurs 
chercheurs en raison de l’intérét qu’il présente en pathologie 
humaine. 

On sait que ce germe peut intervenir comme microbe d infection 
secondaire dans les suppurations superficielles ou profondes, qu il 
peut provoquer des septicémies graves, des méningites, des infec- 
tions du systéme urinaire, etc. {8, 9, 44, 15, 17, 23, 30). D’autre 
part, il est trés souvent résistant aux antibiotiques. : 

Les souches du bacille pyocyanique sont trés souvent lyso- 
genes [4, 4, 6, 13, 22, 34} et les phages de ce bacille ont fait l'objet 
de plusieurs travaux. 

L’intérét que le bacille pyocyanique présente pour la pathologie 
humaine et surtout la fréquence des souches lysogénes nous ont 
incitées a entreprendre depuis trois années des recherches en vue 
d’une lysotypie de ces germes. Une telle méthode aurait un intérét 
aussi bien théorique que pratique et épidémiologique. 

Des essais de lysotypie ont déja été rapportés par Warner [34], 
Don et Van den Ende [6], Tchernomordik [25], Potel [24], Gould 
et McLeod {40}. 


MATERIEL ET TECHNIQUE 


Nos recherches ont porté sur 182 souches de bacille pyocyanique ; 
130 d’entre elles ont été isolées dans notre laboratoire, dont 41 par 
culture d’urine, 20 par coproculture, 14 par culture de pus, 13 par 
culture de crachats, 11 par culture de sécrétions de l’urétre, 8 par hémo- 
culture ; 23 sont d’origine variée. Parmi les souches restantes, 15 pro- 
viennent de notre collection et furent isolées & une époque antérieure 
au début de ce travail, 13 proviennent de la collection de 1’Institut 
Pasteur de Paris, 15 de la collection de l'Institut Pasteur Hellénique et 
9 de Vhépital « Le Roi Paul» & Athénes. 


(*) Manuscrit regu le 23 juillet 1961. 
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Toutes ces souches ont été identifiées & Pseudomonas aeruginosa 
d’aprés leurs caractéres morphologiques, biochimiques et biologiques. 
Les souches ont été conservées 4 la température de 4° C sur gélose. 


Milieux. — Nous avons utilisé les milieux suivants : 1° eau peptonée 
a 1 p. 100 et 3 p. 100 ; 2° gélose Difco A 2 p. 100. 


Bactériophages. — Pour ce travail, nous avons utilisé environ 40 bac- 
tériophages que nous avons isolés d’une part des souches lysogénes du 
bacille pyocyanique, d’autre part des eaux d’égouts. 


Isolement des phages. — Pour l’isolement des phages des souches 
lysogénes, nous utilisons la méthode des cultures mixtes. A partir des 
170 souches, nous préparons 85 cultures mixtes, desquelles nous iso- 
lons 33 phages ; 8 bactériophages ont été isolés des eaux d’égouts selon 
la méthode utilisée au Service des Bactériophages de 1’Institut Pasteur 
de Paris. Tous ces phages ont été purifiés trois fois 4 partir d’une plage 
et peuvent étre considérés comme de lignée pure. Ils ont été ensuite 
régénérés sur des souches variées, mais chacun toujours sur la méme 
souche. 

Apres une période de tatonnement, nous nous sommes rendu compte 
que plusieurs phages faisaient double emploi ou étaient inconstants 
dans leur action. Aussi avons-nous gardé seulement 12 phages dont 
6 provenaient des cultures lysogénes et 6 des eaux d’égouts. 


Conservation des phages. — Les phages ont été préparés en eau pep- 
tonée a 1 p. 100 et conservés au réfrigérateur (+ 4°C), en tubes 
(bouchon 4 vis), & l’abri de Ja lumiére. Pour l’emploi, ils sont mis 
en flacons compte-gouttes maintenus aussi 4 + 4° C. Dans ces condi- 
tions, leur titre, qui était contrélé périodiquement, s’est montré trés 
stable pendant plusieurs mois. 


Spécificité des phages. — Ces phages se sont montrés sans aucune 
action sur 32 souches d’entérobactéries provenant de notre collection, 
A savoir 5 souches de S. typhi (lysotype A), 3 souches de S. paratyphi C, 
6 souches de S. anatum, 3 souches de S. dublin, 3 souches de S. suis, 
6 souches d’Es¢herichia coli, 3 souches de Proteus vulgaris et 3 souches 
de Proteus mirabilis. 


Technique pour la lysotypie du bacille pyocyanique. — La technique 
utilisée est semblable a celle qui est employée couramment dans le 
Service des Bactériophages de 1’Institut Pasteur de Paris pour la lyso- 
typie du bacille typhique, du bacille paratyphique B et des lysotypies 
auxiliaires du bacille typhique. Pour la préparation des plaques de 
gélose, nous avons utilisé la gélose Difco 4 2 p. 100, pH 7,2. 


R&ESULTATS. 


Au cours d’une premiére étape, nous avons essayé la subdivi- 
sion des 182 souches du bacille pyocyanique que nous avions 
a notre disposition avec 6 phages isolés de bactéries lysogénes. 
Ces premiéres expériences ont montré qu'il y avait des différences 
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nettes, parmi les souches du bacille pyocyanique, du point de vue 
de leur sensibilité aux phages dont nous disposions, différences 
dues probablement aux états lysogénes variés de ces souches. 
Ainsi nous avons obtenu avec les 6 bactériophages 6 schémas 
différents. Le tableau I montre les résultats de la lysotypie des 
120 souches du bacille pyocyanique au moyen des 6 phages isolés 
de bactéries lysogénes. Soixante-deux souches se sont montrées 
résistantes 4 tous les phages utilisés. 


Tasnzeau I. — Schéma de la lysotypie des 120 souches du bacille 
pyocyanique avec 6 phages isolés de bactéries lysogénes. 
eeiita || 

PHAGES No pEs 
TYPES = sg 3 4 5 6 SOUCHES 
Meee sqexsnecs LC — YLCou— = -- — 9 
BO are se — LC LC LCou— LC LC 18 
100 ea -— — LC LCou—LCou— LC 6 
J IN Ba vorrei LC LC Le 20 
Wietomins aXe -— LC LC 54 
Wipgcc toe - — Ine ns 
LC: lyse confluente. 
— : absence de lyse. 


Examinons maintenant quelle est la valeur de cette premiére 
tentative de subdivision des souches du bacille pyocyanique en 
lysotypes. 

1° On voit dans le tableau I que la répartition des types est 
inégale. Ainsi, la majorité des souches appartiennent au type V. 

2° 62 souches se sont montrées résistantes a l’action de tous les 
bactériophages utilisés. 

3° Parmi les 9 souches du type I, 4 avaient été isolées, pendant 
la méme période, de produits pathologiques provenant des nou- 
veau-nés du service des prématurés de l’hépital « Alexandra ». 


4° Par contre, des souches isolées chez le méme malade ont 
donné parfois des réactions lysotypiques différentes. C’est ainsi 
que les souches 161 et 163, isolées chez le méme malade hospita- 
lisé a ’hépital « Le Roi Paul » a Athénes, appartenaient l’une au 
type IV et l'autre au groupe des souches non typables. De méme, 
les souches 159 et 160 isolées par culture de crachats chez la 
méme personne appartenaient a des lysotypes différents. 


LyYSOTYPIE DES SOUCHES DU BACILLE PYOCYANIQUE AVEC DES PHAGES 
ISOLES DE BACTERIES LYSOGENES ET DES EAUX D EGouUTS. — De ce 
que nous avons exposé, il ressort que la lysotypie du bacille pyo- 
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cyanique est possible. Le pourcentage élevé des souches non 
typables nous a amenées a essayer d’isoler d'autres phages et, 
cette fois, nous avons utilisé comme source les eaux d’égouts. 
Comme nous l’avons déja mentionné, nous avions isolé des eaux 
d’égouts 8 phages, dont 6 ont été conservés. Ces 6 phages ont été 
utilisés en combinaison avec les 6 provenant des bacilles lyso- 
génes. Avec cette série de 12 phages, nous avons examiné 
174 souches du bacille pyocyanique et nous avons obtenu 12 lyso- 
types, dont plusieurs présentent des variétés (lyse confluente ou 
absence totale de lyse avec certains phages). Nous avons été 
obligées de modifier l’ordre des phages de facon a obtenir un 
schéma analogue 4 ceux qui existent dans les autres méthodes de 
lysotypie. Nous avons caractérisé ces phages par les chiffres 1, 
as eae 12, dont les phages 1, 2, 3, 4, 9 et 10 proviennent des 
bactéries lysogénes et les 5, 6, 7, 8, 11 et 12 des eaux d’égouts. 

Le tableau II montre les résultats obtenus avec cette nouvelle 
série de phages ; 36 souches se sont montrées résistantes a tous 
les phages utilisés. 


Le tableau II montre que : 


1° Les bactériophages 1 et 2 paraissent spécifiques des types I 
et II, mais les autres peuvent agir sur plusieurs types et le dia- 
gnostic du type doit se faire d’aprés les réactions données par le 
phage indicateur et par les autres phages ; 

2° Plusieurs types sont subdivisibles en variétés qui ont le méme 
phage indicateur du type, mais qui se distinguent entre elles par 
leurs réactions aux autres phages ; 

3° La distribution des lysotypes est inégale, le type V étant le 
plus fréquent. 


La comparaison des résultats obtenus au moyen de cette 
deuxiéme série de phages avec ceux de notre premiére tentative 
montre que : 


1° Le nombre des types a été doublé et que la plupart de ceux-ci 
sont subdivisibles en variétés ; 

2° Le type V est formé de nombreuses souches, tandis qu’au 
contraire certains types ne sont représentés que par une ou 
quelques souches seulement ; 

3° Le pourcentage des souches typables est d’environ 80 p. 100, 
ce qui veut dire que le pourcentage des souches non typables 
s’est abaissé de 34 p. 100 a 20 p. 100 environ. 


On sait que, pour qu’une méthode de lysotypie soit valable, il 
faut que les lysotypes obtenus aient une valeur épidémiologique 
et qu’ils soient stables in vivo et in vitro. 

Nous exposerons ci-dessous les données qui peuvent servir 
a tirer des conclusions sur la valeur épidémiologique et nous nous 
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proposons d’examiner, dans une deuxiéme partie, la stabilité des 
lysotypes in vitro et in vivo. 

On voit (tableaux III et IV) que la plupart des souches apparte- 
nant au type I ont été isolées chez des nouveau-nés du service des 


Tasteau Hl. — Lysotype I. 


|} Ne | Date 
|| DES | D’ISOLE- ORIGINE CULTURE 
SOUCHES MENT 
| HAS ae | I5- 4-55 | Collection du laboratoire| Hémoculture 
WIN EO 730% |, =2-3 5-55 » » Culture de pus 
ea | 1-10-57 | Clinique thérapeutique » des crachats 
BO izes os | 8- 1-58 » » » » » 
G20, 24- 4-58 | Service des prématurés » de sécrétions du nez 
/ 1174 ee 15-12-58 » » » Hémoculture 
i] ¥53.2-..| EO- 2-50 > > > Coproculture 
WatO4s .s-:<| 23- 3-59 > » » Culture du suc gastrique 
| TOG. orets | 24- 3-59 » » » » de pus d’oreille 
| WOT ise hee 24- 3-59 » » » > de pus 
Tasteau IV. — Lysotype II. 
|| Ne | DATE 
|} DES | D’ISOLE- ORIGINE CULTURE 
SOUCHES | MENT 
| Bie oheters | 3- 4-55 Collection du laboratoire| Hémoculture 
qx | 5+ 4°55 » » » 
16%. .206 |: Bex0- 57 | Clinique thérapeutique Culture des crachats 
PAE Oo | IO-LI-57 | Malade de consultation » de sécrétions de l’urétre 
30..... fie ia Fee | » » » » » 
SO heck Io- 1-58 | > » » » » 
A Anaya. | I5- 1-58 » » » » » 
TEE chi 26- 1-58 » » » » » 
ASI site 4- 2-58 » » » » » 
54. Geen 4- 3-58 | Clinique de gynécologie | Culture d’urine 
Bats stels | 15- 3-58 | Malade de consultation » de sécrétions de l’urétre 
OS ier ie 28- 4-58 | Service des prématurés Coproculture 
(80% Biotec 28- 4-58 » » » » 
Bo iate ayers 14- 7-58 | Clinique thérapeutique » 
Oatereren: 5- 9-58 » » » 
15 Ors oes ro- 1-58 | Hopital «Le Roi Paul »| Culture des crachats 
ie MAL ? Institut Pasteur de Paris 2 
1 ely eae cect ? » » » ? 
ZOO sexe 2-12-58 | Service des prématurés Coproculture 
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prématurés de l’hopital « Alexandra ». Trois de ces souches, 
a savoir les souches 164, 166, 167, ont été isolées en deux jours 
consécutifs le 23 et 24 mars 1959 chez des nourrissons de la méme 
salle. On peut ainsi dire qu’elles proviennent du méme foyer. 

La plupart des souches appartenant au type II proviennent des 
malades de consultation. Ainsi, on peut supposer qu’il s’agit de 
foyers différents, parce que ces malades n’étaient pas hospitalisés 
et qu’ils n’habitaient pas ensemble. Il est pourtant frappant que 
7 souches sur les 10 examinées, qui ont été isolées en culture pure 
de l’urétre de malades présentant une urétrite, appartiennent au 
type II. Le nombre des souches de telle provenance n’est pas suf- 
fisant pour en tirer des conclusions valables, mais on peut se 
demander si cette constatation ne nécessiterait pas des recherches 
complémentaires: On voit aussi que deux souches (les souches 
65 et 66) isolées le méme jour par coproculture chez deux préma- 
turés de la méme salle, appartiennent au méme type (IJ), ainsi que 
deux souches (3 et 4) provenant de la collection du laboratoire 
et isolées pendant la méme période, par hémoculture, chez deux 
nouveau-nés de la méme salle du service des prématurés de 
Phépital « Alexandra ». 


Tasteau V. — Lysotype III. 


NTS DATE 
DES D’ISOLE- ORIGINE CULTURE 
SOUCHES MENT | 
E20 mec | 12-12-58 | Clinique thérapeutique | Culture de crachats 
TOS sc cers ? | Institut Pasteur de Paris) ? 
IR acing on is » » » | ? 
--- 


Un fort pourcentage des souches de la collection du laboratoire 
appartiennent au type III (tableau V). Les souches 1, 2, 8, 12, 18 
et 14 ont été isolées par hémoculture chez six nourrissons hospi- 
talisés dans la méme salle et pendant la méme période (80 avril 
1955 au 4 mai 1955), tandis que la souche 11 a été isolée d’une 
solution de Dettol, qui, préparée depuis plusieurs jours, se trou- 
vait dans un vase sans couvercle dans la méme salle oi séjournaient 
les nourrissons chez lesquels le méme type a été isolé. 

I] en est de méme pour les souches 161 et 162 isolées chez le 
méme malade de l’hépital « Le Roi Paul » ayant deux suppura- 
tions localisées aux cuisses. Ces souches appartenaient au méme 
lysotype. 

Le nombre des souches de type IV est trop faible pour qu’on 
puisse tirer des conclusions (tableau VI). 
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Tasreau VI. — Lysotype IV. 


Ne DATE 
DES D’ISOLE- ORIGINE CULTURE 
SOUCHES | MENT 
| 
EM es | 2- 5-55 | Collection du laboratoire| Hémoculture 
Zewsee | 45-55 » » » 
cS ae fomee ipa) » » » 
De aes | I5- 4-55 » » Culture de Dettol 
Tikes | 2 S55 » » Hémoculture 
[Rae 30- 4-55 » > > 
TAe so | PENS IN SY » » » 
Se ee | LO-I1-57 Clinique d’obstétrique Culture d’urine 
BOs ce | Io- 1-58 | Clinique thérapeutique » de crachats 
AOw carn 3 2- 1-58 | Service des prématurés | Hémoculture 
AQ)s wicxt 25- 2-58 | Clinique de gynécologie Culture d’urine 
G3 elena 24- 4-58 » » » » 
O4ea ces 28- 4-58 | Clinique thérapeutique Coproculture 
O7iseeer. 30- 4-58 | Malade de consultation » 
ST as Ss 245-5 Clinique de gynécologie Culture d’urine 
T Ave ee 3 g- 6-58 » » » » 
Bre g- 8-58 | > > Hémoculture 
EQ Tia aie ois 4-57 | Institut Pasteur Hellén. p 
EB Olea otae | 1-58 » » » ? 

HpetOOneer 10- 3-58 | Hopital «Le Roi Paul» | Culture de crachats 
TOA. | IO- 3-59 » » » de pus 
LOZi cher IO- 3-59 » » » » 

LOG sae 5- 4-59 | Malade de consultation » d’urine 


Le type V est prépondérant (tableau VII). Le plus fort pourcen- 
tage des souches isolées dans notre laboratoire et des souches 
isolées a l'Institut Pasteur de Paris et a l’Institut Pasteur Hel- 
lénique appartient a ce type. De méme, deux souches (158, 
163), isolées chez le méme malade de l’hépital « Le Roi Paul » 
présentant deux suppurations localisées aux fesses, appartiennent 
au type V. 


Les souches 106 et 109 (type VI) isolées pendant la méme période 
chez deux nourrissons de la méme salle du service des prématurés 
proviennent probablement du méme foyer (tableau VIII). 


Les types VII et VIII représentés chacun par une seule souche 
semblent étre rares. 


Les souches appartenant au type IX, sont d’origine trés variée, 
sauf deux isolées l’une chez un nourrisson et l’autre par culture 
du lait du biberon d’un nouveau-né de la méme salle (tableau IX). 


La plupart des souches classées dans le type X proviennent de 


Tasteau VII. — Lysotype 


No DATE 
DES | —D’ISOLE- ORIGINE CULTURE 
SOUCHES MENT 
2 Omar | 6-10-57 | Clinique de gynécologie | Hémoculture 
PBs ah 7-10-57 » » Culture d’urine 
Ban te 8-10-57 » » » de crachats 
PA ORNS 12-10-57 | Service des prématurés | » de pus 
P Aan Foo 10-11-57 | Clinique thérapeutique » de crachats 
25 mee ia 15-11-57 | Centre des nouveau-nés 
« Mitera » Coproculture 
AB ss tua 13- 1-58 | Clinique de gynécologie Culture d’urine 
A Oma 20- 1-58 | Malade de consultation » » 
SO | 30- 2-58 » » | » de sécrétions de l’urétre 
Picco 3- 3-58 | Clinique de gynécologie | » de pus 
SF Aver] 8- 3-58 | Service des prématurés | Hémoculture 
Oecd oe Io- 3-58 | Employé de l’hépital Culture de débris des 
« Alexandra » ongles 
5 Omer g- 4-58 | Service des prématurés Culture de pus 
Posts 2- 7-58 | Clinique de gynécologie » > 
T9 +005 I16- 6-58 » » » » 
84.63 4- 8-58 | Clinique thérapeutique » » 
85 ewes | 30- 7-58 | Clinique de gynécologie » » 
89..... I1- 8-58 » > » » 
O1.-..- 25- 8-56 | Médecin de J’hépital | » de pus de l’oreille 
« Alexandra » 
OO Sater 1o- 9-58 | Service des prématurés | Coproculture 
OQineer 8- 9-58 | Clinique thérapeutique Coproculture 
TO2 arr 18-10-58 » » Culture de crachats 
LO7m <1 3 18-10-58 » de gynécologie » d’urine 
TO! ene) 32 2-10-58 | Service des prématurés Coproculture 
Le, Woe | 29-11-58 | Clinique de gynécologie | Culture d’urine 
Esti atererete 29-11-58 » » | » » 
Te rare ote 2-58 | Institut Pasteur Hellén. | ? 
DUS We ansteye 2-58 » » > ? 
LESS 5 3-58 > » » ? 
MgVlo ba.5s 5-58 » » > ? . 
1355 Mad 6-58 » » » ? 
TOn ee 7-58 > » > E 
Ti Ont a: 11-58 » » » ? 
ISON ial 6 | 23- 1-59 | Hopital « Le Roi Paul » Culture de pus 
O52 ate e, cs 3- 2-59 Service des prématurés » de sécrétions de 
loreille 
L55ecm IO- 3-59 | Malade de consultation Culture d’urine 
D5Sene ae I5- 3-59 Hopital «Le Roi Paul » » de pus 
MOS este 15- 3-59 » » » » 
PO beserae | 16- 4-59 | Malade de consultation | » de sécrétions de l’urétre 
17 Lent | 7- 4-59 > » » de sécrétions de l’urétre 
Tey Ts teteders 13-10-59 | Clinique de gynécologie | Culture d’urine 
TB era cc | ? Institut Pasteur de Paris ? 
TS 2Feswcie| ? » » » ? 
ES Araopeests ? » » » ? 
LSOL, wists ? » » » o 
TO lanes @ » » » 2 
TO Zac | ? » » » 2 
LOS wi % cis ? » » » ? 
TOW ae onere | 19- 1-60 | Clinique d’obstétrique Culture des lochies 


LYSOTYPIE DES BACILLES PYOCYANIQUES 923 
Tasteau VIII. — Lysotype VI. 
Ne DATE 
DES D'ISOLE- ORIGINE CULTURE 
SOUCHES MENT | 
| 
EOL. 36 22-10-58 | Clinique thérapeutique | Culture de crachats 
LOO rash | 18-10-58 | Service des prématurés » de pus 
TOOS ere 2 20-10-58 » » » TAC ARS 
Ole. sie 8- 3-59 > » Coproculture 
169.....|  8- 4-59 Malade de consultation Culture d’urine 
EO Aeataras | 20- I-60 | Clinique thérapeutique Coproculture 
POS) a ssk 2-12-59 | » de gynécologie | Culture de sécrétions va- 
ginales 
POOR ase 2-12-59 » » Culture d’urine 
Tasteau IX. — Lysotype IX. 
No DATE | 
DES D’ISOLE- ORIGINE CULTURE 
SOUCHES MENT 
ear 30- 3-58 | Service des prématurés Coproculture 
jniyBiooua 3- 6-58 | Clinique thérapeutique Culture de crachats 
cOSrelstens, 5- 9-58 | Service des prématurés » de pus 
ina ae 13- 9-58 » > » de lait 
OS she | 8- 9-58 | Clinique thérapeutique Coproculture 
T7O cee Io- 5-59 | Malade de consultation Culture d’urine 
NSO Sie as | 29-10-59 | Clinique de gynécologie » » 
Tasreau X. — Lysotype X. 
Ne DATE 
DES D’ISOLE- ORIGINE CULTURE 
|| SOUCHES MENT 
5 eee 10-11-57 | Clinique d’obstétrique Hémoculture 
2 aye 15-10-57 > » » 
AG pd cone 18- 2-59 » » Culture d’urine 
SZ iterate 3- 3-58 » de gynécologie » de pus 
OSeriiar 5- 6-58 » d’obstétrique > d’urine 
OGlire sei I4- 5-58 » » | 
125 hae 2-58 | Institut Pasteur Hellén. | ? 
3 Orareterets 7-58 » » » ? 
TA Alocattors 10-58 » » » ? 
TA Olav eee 8- 1-59 | Clinique thérapeutique Culture de crachats 
U7 Ole are I4- 9-59 » d’obstétrique » d’urine 
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la Clinique d’Obstétrique et de Gynécologie de I’hopital « Alexan- 
dra » et ont été isolées a des périodes espacées (tableau X). 
Les types XI et XII sont représentés chacun par trois souches 
d’origine variée. 
Discussion. 


Nous avons essayé, dans ce travail, de classer 174 souches du 
bacille pyocyanique a l’aide d’une série de phages isolés des 
souches lysogénes de ce germe et des eaux d’égouts. , 

Craigie, en 1942, avait rapporté que certaines souches Vi de 
S. typhi qui donnaient des schémas anormaux 4 la lysotypie 
devaient cette particularité a la présence d'un phage de lyso- 
génie. De méme Felix et Anderson {7] et Anderson {2] ont montré 
que le type F2 était différent du type Fl par sa résistance au phage 
Vi Fl, et que cette résistance était due a la présence d'un phage 
de lysogénie f2. Hamon [42], Nicolle, Hamon et Edlinger [49], 
ont subdivisé le type Beccles de S. paratyphi B en 3 sous-types 
par une lysotypie complémentaire qui est fondée sur l’hétérogé- 
néité de l’état lysogéne parmi les souches de ce type. De méme 
Nicolle, Pavlatou et Diverneau [20] avaient mis a profit l’hétéro- 
généité de l’état lysogéne parmi les souches du type A et celles 
du groupe I+IV de S. typhi pour subdiviser ce lysotype et ce 
groupe par des lysotypies complémentaires en sous-types et en 
sous-groupes. 

On sait que les souches du bacille pyocyanique sont trés souvent 
lysogénes. Ainsi, Conge [4] a trouvé 15 souches lysogénes sur les 
15 qu’elle a étudiées ; Warner [84] a isolé 37 bactériophages a 
partir de 68 souches ; Don et Van den Ende (6] ont isolé 25 bacté- 
riophages a partir de 30 souches, et Alfoeldi [4] a trouvé que les 
50 souches sur lesquelles il a expérimenté étaient toutes lysogénes. 
Dans notre matériel, nous avons trouvé que les souches du bacille 
pyocyanique sont trés souvent lysogénes. Mais, ayant utilisé pour 
Visolement des phages de lysogénie Ja méthode des cultures mix- 
tes, nous ne pouvons pas émettre d’avis sur la fréquence des 
souches lysogénes, qui, toutefois, semble étre trés élevée. Ainsi, 
on était en droit d’espérer qu’une subdivision des souches de ce 
germe serait possible, en raison de la fréquence de la lysogénie 
dans cette espece et de la variété des phages élaborés par les 
souches lysogénes. 

_Diverses tentatives de lysotypie des souches du bacille pyocya- 
nique, comme nous l’avons déja dit, ont été rapportées par d’autres 
chercheurs {6, 40, 26, 29, 34] qui ont pu séparer en groupes des 
souches d’origine différente. 

Les résultats déja exposés montrent que, parmi les souches du 
bacille pyocyanique, des différences peuvent étre révélées au 
moyen d'une série de phages convenablement choisis. 
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Ainsi, nous avons classé 174 souches du bacille pyocyanique 
en 12 lysotypes, dont le type V est le type prépondérant, tandis que 
d’autres types sont représentés par un nombre de souches trés 
peu élevé. 

Malgré le nombre relativement faible des souches examinées, 
on voit que des souches isolées pendant la méme période et dans 
le méme endroit se sont montrées du méme lysotype : telles sont 
les souches 164, 166 et 167 du type I, les souches 65 et 66 d’une 
part et les souches 3 et 4 d’autre part, du type II, les souches 1, 
2, 8, 11, 12, 18 et 14 du type III, les souches 106 et 109 du type 
VI et enfin, les souches 93 et 97 du type IX. 

Par contre, les souches 157, 158, 161, 162 et 163, isolées chez 
le méme malade, appartenaient a des lysotypes différents ; notam- 
ment les souches 158 et 163 isolées respectivement d’une suppu- 
ration de la fesse gauche et d’une suppuration de la fesse droite, 
appartenaient au type V, tandis que les souches 161 et 162 isolées 
respectivement d’une suppuration de la cuisse gauche et d’une 
suppuration de la cuisse droite ont été classées dans le type III. 
Enfin, la souche 157 isolée, ainsi que la souche 158, de la cuisse 
gauche, mais présentant une morphologie des colonies différentes, 
s'est montrée insensible a tous les phages utilisés. 

De méme, la souche 10 isolée d’un furoncle de la lévre supé- 
rieure d’un nouveau-né appartenait au type I, tandis que la souche 
1 isolée du méme enfant par hémoculture était du type III. 

De méme encore, les souches 51 et 52 isolées en méme temps 
de deux suppurations différentes chez la méme malade ont été 
classées respectivement dans les types V et X. 

Quant aux souches 159 et 160, isolées en méme temps par cul- 
ture de crachats chez la méme malade hospitalisée a Vhdpital 
« Le Roi Paul » d’Athénes et considérées comme souches diffé- 
rentes d’aprés la morphologie des colonies, elles se sont montrées, 
l'une résistante a tous les phages, et l’autre sensible aux phages 
du type III. 

Donc, il y a eu des souches isolées pendant la méme période 
chez différents malades de la méme salle et appartenant au méme 
type, tandis que d’autres souches, isolées chez le méme malade, 
appartenaient a des types différents. Pour expliquer ce fait, il 
est difficile d’admettre l’infection simultanée par plusieurs souches. 
Par contre, il nous semble que les différences constatées peuvent 
étre expliquées par le fait que la lysotypie a été faite plusieurs 
mois aprés l’isolement des souches. Il est donc possihle que, 
pendant cette période, des variétés se soient formées, ayant une 
sensibilité aux phages différente de celle de la souche originelle. 
De plus, il est possible que les souches subissent in vivo, sous 
Vaction des antibiotiques, des altérations intéressant leur sensi- 
bilité aux bactériophages. D’autres chercheurs [6, 40, 44, 28, 34] 
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ont observé l’apparition spontanée de variétés, qui semble ¢tre 
fréquente parmi les souches du bacille pyocyanique pendant leur 
conservation in vitro. Pour Warner [84], il est possible, du fait 
de l’apparition spontanée de telles variélés, que certaines souches 
du bacille pyocyanique perdent leur sensibilité a l’action lytique 
des quelques phages auxquels elles étaient sensibles antérieu- 
rement. Selon Gould et McLeod [40], l’apparition de variétés est 
aussi fréquente et parfois méme plus fréquente que celle qu’on 
observe avec les souches de staphylocoque. Selon ces auteurs, on 
pourrait, pour interpréter les résultats, utiliser les critéres pro- 
posés pour la lysotypie des staphylocoques (Williams et coll. [82)). 
Potel [24], en revanche, n’a jamais observé l’inconstance des lyso- 
types qu'il avait obtenus a l’aide de phages isolés par lui-méme. 
Dans un prochain mémoire, nous exposerons nos résultats expé- 
rimentaux sur l’apparition de variétés in vivo, sous l’action des 
antibiotiques et pendant la conservation des souches in vitro. 


Nous désirons insister sur le caractére provisoire de ces lyso- 
types. Nous avons voulu seulement démontrer que la subdivision 
du bacille pyocyanique en types bactériophagiques est possible. 
L’instabilité relative de ces types, due probablement, comme nous 
Vavons déja dit, 4 apparition de variétés in vivo et in vitro, nous 
améne 4 penser que la lysotypie de ce germe doit se faire aussitdét 
aprés l’isolement des souches et que cet isolement doit étre effec- 
tué le plus tét possible et surtout avant l’administration d’anti- 
biotiques. 


CONCLUSIONS ET RESUME. 


La répartition des souches du bacille pyocyanique en lysotypes 
est possible. A l’aide de 12 phages, nous avons classé 174 sou- 
ches de ce germe en 12 lysotypes. Des souches isolées chez le 
méme malade ou chez des malades du méme milieu apparte- 
naient au méme type. Par contre, certaines souches isolées chez 
le méme malade appartenaient a différents types. L’apparition 
spontanée in vivo et in vitro de variétés, apparition qui peut 
expliquer ce dernier fait, sera étudiée dans un prochain mémoire. 


SUMMARY 


Srupies on Pseudomonas pyocyanea PHAGE-TYPING. 


The distribution of Pseudomonas pyocyanea into various phage- 
types is possible. By using twelve phages, the authors classified 
174 strains into twelve phage-types. Strains isolated from one 
single patient or from different patients living in the same envi- 
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ronment belonged to one type. On the other hand, certain strains 
isolated from one patient belonged to various types. The sponta- 
neous in vivo and in vitro appearance of varieties (which might 
explain this fact) is under study. 
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RECHERCHES SUR LA TOXICITE DU BACILLE 
DE WHITMORE 


par D. BEYTOUT, J. FOURNIER et M. VIETTE (*) 
(avec la collaboration technique de A. CHEVALIER et A. VARIN). 


(Institut Pasteur {I. P. Hors Métropole et Service des Vaccins)) 
Note préliminaire. 


A. — OBJET DE LA RECHERCHE 


Au cours de la mélioidose, la clinique et lobservation des 
animaux naturellement ou expérimentalement infectés suggérent 
l’intervention, au moins épisodique, d’une toxine. On est tenté 
d’attribuer a celle-ci les morts subites ou rapides (survenant par- 
fois moins de vingt-quatre heures aprés la contamination, ou bien 
mettant un terme a une infection latente longtemps bien supportée), 
les paralysies et autres symptémes neurologiques, les lésions 
hémorragiques visibles aux autopsies ou sur les préparations histo- 
pathologiques. On peut supposer aussi que cette toxine n’est pas 
étrangére au pouvoir pathogéne et a la virulence élevés qui sont 
le propre de la plupart des souches de Whitmorella pseudomallei. 

La notion d’une toxine et son extraction sont d’une grande 
importance pour la vaccination préventive, dont l’intérét écono- 
mique est certain dans les régions enzoo-épizootiques ,et en ce qui 
concerne les reproducteurs de races sélectionnées introduits dans 
ces régions pour améliorer les cheptels locaux. Des publications 
de Cottew [4] en Australie, de Srey Thonn et coll. [48] au Cam- 
bodge, expriment le veeu qu’un procédé de vaccination efficace 
soit bientét mis au point. En effet, la vaccination contre la 
mélioidose n’est pas encore sortie du stade expérimental. Les 
vaccins expérimentés, vaccins antimicrobiens, donnent des résultats 
dont les meilleurs (ceux de Dannenberg et Scott [5 4 8]) ne sont 
pas entiérement satisfaisants. Or, les notions qui commencent 
a se dégager sur la toxine whitmorique semblent bien montrer 
qu’elle doit étre détruite lors de la fabrication des vaccins actuel- 
lement expérimentés. 

Mais la recherche de cette toxine s’avére décevante. A Saigon, 
Fournier et Chambon [9], pas plus que leurs prédécesseurs 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 juillet 1961. 
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a l'Institut Pasteur du Vietnam, n'ont pu déceler de toxine soluble 
dans les cultures vieillies. Ils y ont seulement noté la présence 
d'un produit, peut-étre assimilable 4 une endotoxine, thermostable 
et semblable antigéniquement a la whitmorine de Legroux [42] ou 
aux mélioidines de Lewis et Olds [48]. 

Plus récemment, aux Etats-Unis, Heckly [40, 44], Colling [8] et 
Nigg [45, 46] ont extrait du bacille de Whitmore une toxine qu’ils 
ont purifiée et dont ils ont étudié les propriétés. Is ont mentionné 
notamment son caractére non dialysable, sa sensibilité 4 la cha- 
leur, sa détoxification par le formol et le fait qu’elle contient deux 
produits d’action différente, l'un létal, V’autre hémorragique et 
dermonécrotique, mais qui, par ailleurs, seraient sensiblement 
identiques. 

Ces travaux nous ont incités a reprendre la recherche de la 
toxine whitmorique et nous avons fait entrer dans cette recherche 
lobservation du pouvoir cytotoxique sur des cultures cellulaires. 

Nous apportons ci-dessous les premiers résultats de nos recher- 
ches sur ce sujet. Pour la facilité de l’exposé nous utiliserons le 
terme de « toxine », bien qu‘il existe probablement plusieurs sub- 
stances toxiques, dont la nature reste a préciser. 


B. — MATERIEL ET METHODES 


SoucHE. 


La souche productrice est la souche 6068 de la collection de 
VInstitut Pasteur. Nous l’avons choisie en raison de son grand 
pouvoir pathogéne. Cultivée dans le milieu glucosé glycériné 
décrit plus loin, elle donne 100 p. 100 d’individus capsulés et 
nous avons évalué sa DL,, a 150 germes viables. 


MILIEU DE CULTURE. 


Nous avons d’abord expérimenté avec le milieu de Levine (uti- 
lisé par Chambon pour l’isolement du germe) et le milieu 4 l’hydro- 
lysat de caséine pour cultures cellulaires. Ce milieu aurait eu 
Vavantage de ne pas étre toxique pour les cultures cellulaires. 
Mais ces deux milieux n’ont donné qu’une culture médiocre, sans 
production de toxine. 

Nous avons alors utilisé une macération de viande, peptonée, 
tamponnée, additionnée de 2,5 p. 1000 de chlorure de sodium, 
4 p. 1000 de glucose et 4 p. 100 de glycérol. En effet, Nigg et 
Heckly ont montré que le glycérol était indispensable a: I’élabo- 
ration in vitro de la toxine. Dans une série nous avons’ utilisé 
le méme milieu gélosé a 3 p. 100. 2 
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OBTENTION DE LA TOXINE. 


Aprés dix jours d’étuve a 37°, la culture est filtrée sur bougie L3 
pour séparer les corps microbiens du milieu. La filtration est 
longue et difficile en raison de la viscosité du milieu apres culture. 
Apres controle de stérilité du filtrat, nous recherchons son pou- 
voir dermonécrotique et hémorragipare et sa toxicité pour la souris 
et pour les cultures cellulaires. La recherche du pouvoir dermo- 
nécrotique et hémorragipare, effectuée par injection intradermique 
chez le lapin, a été pratiquement négative. Nous avons obtenu 
seulement, de facon inconstante, avec 0,2 ml de filtrat pur, une 
petite réaction coedémateuse disparue en vingt-quatre heures, et 
une fois seulement deux petites taches pétéchiales fugaces. 


ToOXICITE DU FILTRAT. 


1° Toxicité pour la souris. — Nous injectons par voile intra- 
péritonéale, a des lots de cing souris de 20 g, 0,5 ml de filtrat 
a différentes dilutions. Les animaux qui succombent présentent 
les symptomes décrits par Nigg et coll. A l’autopsie, les lésions 
macroscopiques et microscopiques (1) consistaient essentiellement 
en suffusions hémorragiques diffuses plus marquées dans les 
poumons que dans les autres viscéres, et en des foyers nécro- 
tiques dans la rate et les ganglions. 

Nous avons estimé que, dans nos différents essais, le filtrat pur 
contenait de 1,8 a 2,5 DL,, par millilitre, ce qui reste faible. 


2° Pouvoir cytotoxique. — Nos essais ont été faits sur des 
cultures de cellules épithéliales de rein de lapin. Celles-ci sont 
obtenues par trypsination 4 la température du laboratoire et mises 
en culture dans le milieu & Vhydrolysat de caséine additionné de 
10 p. 100 de sérum de veau et 5 p. 100 de sérum de lapin. Vers 
le quatriéme jour le milieu est renouvelé (hydrolysat de caséine 
+ 7 p. 100 de sérum de veau) et au septiéme ou huitiéme jour 
les tubes contiennent un « tapis cellulaire continu ». 

Pour effectuer nos essais nous remplagons le milieu contenu 
dans les tubes de cultures cellulaires par du milieu neuf contenant 
des dilutions du filtrat. Chaque dilution est essayée sur cing tubes 
au minimum. Parallélement a cette recherche de la toxicité du 
bouillon dans lequel a cultivé du bacille de Whitmore, nous 
recherchons la toxicité du bouillon neuf, aux mémes dilutions. 

Les tubes de cultures cellulaires sont observés a l'état frais 
chaque jour pendant cing jours. Dans chaque essai, nous avons 


(1) Nous remercions le D' Destombes qui a procédé aux examens histo- 
pathologiques. 
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constaté que le bouillon neuf est toxique jusqu’a la dilution 1/4 
ou 1/8, les lésions cellulaires étant constituées en quarante-huit 
heures au maximum. Avec le filtrat (rappelons que nous désignons 
ainsi le bouillon dans lequel a cultivé le bacille de Whitmore et 
qui a été filtré sur bougie) les lésions apparaissent jusqu’au qua- 
triéme jour. La plus haute dilution toxique est ici de 1/25 lorsque 
le filtrat contient 1,8 DL,, souris, 1/37 avec le filtrat renfermant 
2,5 DL,, souris. Le bouillon dans lequel le bacille de Whitmore 
a été cultivé est donc nettement plus toxique que le bouillon neuf 
pour les cellules épithéliales de rein de lapin. 

Or, en 1958, André, Audebaud, Chambon et Bredillet [4, 2], 
a l'Institut Pasteur de Saigon, ont fait une étude analogue sur 
des cellules épithéliales de rein de singe. Ces auteurs introduisent 
dans les tubes de cultures cellulaires, débarrassés de leur milieu 
d’entretien, 0,1 ml de culture de bacille de Whitmore (bouillon 
et bacilles vivants) et ajoutent, aprés trente minutes, du milieu 
neuf pour cultures cellulaires. Ils observent des lésions cellulaires, 
d’apparition rapide (une 4 trois heures), qu’ils attribuent a la pré- 
sence d’oxalates formés dans le milieu au cours de la culture du 
bacille de Whitmore (2). 


ROLE DES OXALATES DANS LA TOXICITE. 


Nous avons cherché a préciser le réle des oxalates dans la toxi- 
cité du filtrat de culture de bacille de Whitmore. 


1° Toxicité de l’oxalate de Na pour les cultures cellulaires. — 
Le bouillon de viande étant légérement toxique pour celles-ci, et 
les milieux pour cultures cellulaires faisant précipiter les oxalates 
en raison de la présence dans leur formule de sels de calcium, 
nous avons dissous l’oxalate de sodium dans une solution physio- 
logique tamponnée aux phosphates constituée comme la P. B. S., 
mais dépourvue de sels de calcium et de magnésium. Additionnée 
de 5 p. 100 de sérum de veau, cette solution maintient les cellules 
épithéliales de rein de lapin en survie pendant quatre jours 
environ. Dans ces conditions, l’oxalate de sodium est apparu 
toxique pour les cellules 4 une concentration supérieure ou égale 
a 0, Ol p. 100. 


2° Recherche des oxalates dans le filtrat. — Du bouillon neuf 
additionné d’oxalate de sodium est décoloré par le noir animal, 
puis traité par le chlorure de calcium. On obtient un précipité 
dont la fraction insoluble dans l’acide acétique est traitée par 


(2) Ce qui rejoint un travail de Nicholls [44] rattachant le pouvoir 
pathogéne in vivo 4 la production d’oxalates in vitro par le bacille de 
Whitmore. 
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acide phosphorique a chaud en présence de diphénylamine : on 
obtient la coloration bleue caractéristique de l’acide oxalique. 
Cette méthode nous a semblé sensible jusqu’aé 0,01 p. 100 d’oxa- 
late. Des échantillons de filtrat de culture en milieu glucosé traités 
de la méme facon ne donnent qu'un précipité minime, qui ne 
donne pas la réaction bleue de l’acide oxalique. Le filtrat contient 
done moins de 0,01 p. 100 d’oxalate. Le filtrat étant toxique 
jusqu’a la dilution de 1/25 et oxalate étant toxique jusqu’a 
0,01 p. 100, si la toxicité du filtrat était due uniquement aux oxa- 
lates, le filtrat pur devrait contenir au minimum 0,25 p. 100 d’oxa- 
late. Or, nous avons vu que le filtrat ne peut contenir qu'une 
quantité d’oxalate dont le maximum est vingt-cing fois moindre. 
Aussi nous estimons que les oxalates ne jouent pas le réle essen- 
tiel dans la toxicité du filtrat de culture de bacille de Whitmore, 
et que leur présence méme y est douteuse (et méme, selon 
Nicholls, exclue lorsque ce filtrat provient d’un milieu glucosé). 


PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA SUBSTANCE TOXIQUE 
ELABOREE PAR LE BACILLE DE WHITMORE AU COURS DE SA CULTURE. 


1° Conservation a + 4°. — Un filtrat conservé quinze jours 
a + 4° a montré une toxicité constante pour les cultures cellu- 
laires et pour les souris. Un nouvel essai, fait seulement sur 
souris, aprés deux mois de conservation, a montré la méme 
toxicité. 


2° Résistance a la chaleur. — Le chauffage 4 60° pendant trente 
minutes ne modifie nullement la toxicité du filtrat pour les souris 
et les cultures cellulaires. Par contre, le chauffage a 100° pendant 
dix minutes a une heure la réduit sensiblement, plus pour les 
cultures cellulaires que pour les souris. . 


EFFETS DE LA DIALYSE DU FILTRAT SUR SA TOXICITE. 


_1° Dialyse de 1 volume de filtrat contre 100 volumes d’eau dis- 
tillée pendant vingt-quatre heures, puis contre 100 volumes de 
solution de Hanks pendant vingt-quatre heures. 


a) Toxicité pour les cultures cellulaires. — Elle a pratiquement 
disparu. Les rares lésions que l’on observe, a la dilution 1/2, sont 
identiques a celles que produit du milieu neuf dialysé de la méme 
fagon. 


b) Toxicité pour la souris. — Elle a fortement diminué, mais 
reste encore notable et représente environ la moitié de la toxicité 
initiale. 

On peut done admettre que l’effet cytotoxique est da entiérement 
a une substance dialysable, tandis que le pouvoir létal pour la 
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souris est dQ 4 deux substances, l’une dialysable, l'autre non 
dialysable. 


2° Dialyse du filtrat pendant quarante-huit heures contre un 
volume égal de solution de Hanks. 

Nous avons comparé la toxicité du filtrat d’origine (F), de 
Péchantillon placé a Vintérieur du sac de dialyse (I), de la solu- 
tion a l’extérieur de celui-ci et de volume équivalent (E) et du 
mélange a parties égales (M) de I et E. On peut admettre que 
1 ml de F est équivalent & 1 ml de I et a 2 ml de M pour une 
substance non dialysable, et est équivalent a 2 ml de I, de E ou 
de M pour une substance dialysable. 


Compte tenu de cette correction, nous avons trouvé : 


a) Sur les cultures cellulaires : une toxicité rigoureusement 
identique pour les quatre échantillons, ce qui semble bien indi- 
quer qu’elle est due a une substance dialysable. 

b) Pour la souris : une toxicité comparable pour F et M, une 
toxicité un peu moindre pour I[ (ce qui est normal puisque cet 
échantillon a perdu la moitié des substances dialysables, mais 
a conservé intégralement les substances non dialysables), enfin, 
une toxicité nettement moindre pour E (cet échantillon ne conte- 
nant que la moitié des substances dialysables). 


ESSAIS DE CONCENTRATION DE LA SUBSTANGE TOXIQUE. 


1° Bacilles en suspension non proliférante. — Une culture de 
bacilles de Whitmore sur milieu glucosé, glycérolé et gélosé est 
récoltée dans le méme milieu non gélosé et mise en suspension 
a la concentration de 3,5x10" bactéries par ml. Toutes les 
heures, pendant sept heures, un échantillon est prélevé, centri- 
fugé a grande vitesse pour éliminer les bactéries et son pouvoir 
létal pour la souris est recherché. Notons que, le surnageant conte- 
nant encore des bactéries, nous avons trouvé, a l’autopsie des 
animaux morts en moins de trente-six heures, une association 
de lésions toxiques et de lésions infectieuses. Pendant trois heures 
trente, nous avons opéré a 18°. Pendant cette période, le liquide 
contenait dés la premiére heure 50 DL,, par ml et ce taux tendait 
a s’élever au cours du temps. Ensuite, nous avons opéré a 41°. 
La toxicité a alors rapidement disparu. 


2° Extraction par la méthode de Raynaud {417}. — La suspen- 
sion contenant 3,5 x10" bactéries par ml est faite dans une solu- 
tion de chlorure de sodium M/I1 et de citrate de soude M/10, 
selon la méthode de Raynaud, et maintenue a + 4°. 
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Les prélévements sont dilués au 1/35 dans l’eau distillée et 
centrifugés. 


Nous obtenons : 


aprés trois heures d’extraction 140 DL,,/ml ; 

apres six heures d’extraction 35 DL,,/ml ; 

apres vingt-quatre heures d’extraction moins de 35 DL,,/ml ; 
apres quarante-huit heures d’extraction moins de 35 DL,,/ml. 


Il semble donc qu’une substance toxique passe en solution dans 
les premiéres heures, puis qu’elle disparaisse ou soit inactivée 
par la suite. Il est 4 noter que ce procédé nous a donné la toxicité 
la plus élevée. 


CONCLUSION 


Le bouillon de viande glucosé et glycérolé, gélosé ou non, ayant 
servi a la culture du bacille de Whitmore : 


1° Posséde un pouvoir létal pour la souris qui est dd en partie 


a une substance dialysable et en partie 4 une substance non dia- 
lysable. 


2° Posséde un pouvoir cytotoxique pour les cultures de cellules 
épithéliales de rein de lapin. Ce pouvoir cytotoxique est dd 
uniquement a une substance dialysable. 

3° Ne semble contenir qu'une quantité négligeable d’oxalates 
dont l’intervention ne suffit pas a expliquer le pouvoir cytotoxique. 

4° Les premiers essais d’extraction des substances toxiques 
par la méthode de Raynaud montrent que c’est par ce moyen 
que nous pourrons en compléter |’étude. : 


SUMMARY 


STUDIES ON THE TOXICITY OF WHITMORE’S BACILLUS. 


Filtrates from W. pseudomallei cultures in glucose-glycerol- 
broth display a toxicity which is due to two thermostable sub- 
stances, one of them being dialyzable, the other non dialyzable. 
We observed only the lethal effect, the dermonecrotic one being 
absent or very weak. 

These filtrates are toxic for culture epithelial cells. This toxi- 
city is entirely due to a dialyzable substance. 

There is no interference of the oxalates. 

Raynaud’s technic of extraction seems to be the best way for 
obtaining the highest amounts of the toxic substances. 


[1] 
[2] 
[3] 
[4] 
[5] 
[6] 
[7] 
[8] 
[9] 
[10] 
[44] 
(12) 
[13] 
[14] 
[15] 
[16] 


[17] 
[18] 
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ASPECTS DES LESIONS EXPERIMENTALES 
OBTENUES AVEC QUELQUES MUCORINEES 


par A. LUTZ, A. OPPERMANN et M™ M. A. WITZ-BERGER (*) 


(Laboratoire Départemental de Bactériologie 
{Directeur : D™ A. Lurz], Institut d’Anatomie Pathologique 
el Faculté de Médecine, Strasbourg {Directeur : Prof. 'L. Fruntine].) 


La relative fréquence avec laquelle on rencontre des muco- 
rinées diverses, au cours d’analyses microbiologiques de l’air, lors 
d’examens dermatologiques, d’analyses systématiques des selles 
etc., nous a conduits a rechercher le pouvoir pathogéne expéri- 
mental de trois des souches isolées. 

La premiére provient d’un pus prélevé au niveau du tissu sous- 
cutané d’un ulcére chronique de jambe (1), ov elle était associée a 
du staphylocoque doré hémolytique et a des éléments levuriformes 
non encore identifiés. Sans discuter ici de son réle dans la lésion 
(contaminant secondaire probable) notons que des mucormycoses 
cutanées ont été décrites par Wade [4], Joséfiac [2] et Lie Kian 
Joe [3]. 

Les deux autres souches ont été isolées de l’air (Laboratoire et 
Clinique de nourrissons). Baker et Durham [4] ont signalé, en 
1957, augmentation de la fréquence des mucormycoses aux Etats- 
Unis et en ont décrit divers tableaux cliniques. 


Caractéres des souches. 


Nous avons repiqué les souches isolées sur plusieurs milieux 
de culture et observé leur croissance pendant un mois. Nos résul- 
tats ont été les suivants. 


a) Sur milieu de Sabouraud glucosé. — Nous avons fait des 
essais comparés de cultures a 22°, 37° et 50° (tableau I). 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 juillet 1961. 


(1) Malade du service de Dermatologie de Strasbourg (Professeur 
Woringer). 
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b) Sur milieu de Littman. — A 30° les souches M et A ont un 
mycélium aérien fructifére gris clair. Par contre, la souche LL 
donne des cultures gazonnantes compactes, en plaques adhérentes 
au milieu, non envahissantes, avec un petit mycélium aérien 
duveteux. 


TaBLeau I. 
/ 22° | By 50° 
| 
| | 
SOUCHES 2 | g g 
| § ASPECT DES S$ ASPECT DES & | ASPECT DES 
| 2 CULTURES 2 CULTURES 2 CULTURES 
ts) rs) s) 
Type aérien | Type aérien Type aérien 
Vs We ous +-+ jgris clair puis)+ + + |gris clair puis! ++ |gris clair puis 
gris foncé gris brunatre gris foncé 
| Type 
gazonnant APaaNe 
Ad Type gris-brun ; yP 
Bigoeee'>| ah gazonnant | Be as sécréte un ae 8e zone 
; gris-brun 
| pigment dans 
le milieu 
. | oo 
I be ate: Type aérien |, , , | Type aérien 
+ hes gris clair Liesl gris clair Biante 
+++ = croissance rapide, ++ = croissance moyenne, + = croissance lente et faible. 


c) Sur milieu de Sabouraud a I’actidione. — Les trois souches 
étudiées poussent, mais sont retardées dans leur croissance a 37°. 

d) Sur corn-meal agar et mycological agar. — A 37°, les trois 
souches poussent bien et aussi rapidement que sur milieu de 
Sabouraud glucosé. 


Aspect microscopique des cultures. 


Le but de ce travail n’étant pas une étude taxonomique des 
souches isolées, nous ne donnerons que quelques aspects morpho- 
logiques qui permettent de les différencier. L’étude des modalités 
de reproduction est en cours. 


1° Souche M. — Cette souche a les caractéres d’un Rhizopus. 
On note la présence de stolons. Les sporanges sont sphé- 
riques (pl. I, fig. 1) et la membrane se détache entiérement aprés 
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la déhiscence. Les columelles sont hémisphériques et persistent em 
forme de massue ou de champignons. 


2° Souche L. — Les filaments sont rarement cloisonnés, les 
sporanges sont sphériques et les spores rondes. Les columelles 
sont ovalaires ou oblongues. Il n’y a pas de vestige de membrane 
de sporange. 

La figure 2 donne un aspect général des fructifications. 


3° Souche A. — Cette souche présente les caractéres d'un 
rhizo-mucor. A la transillumination des tubes on pergoit facile- 
ment au microscope les rhizoides. Une partie de la membrane 
du sporange reste attachée a l’hyphe aprés la déhiscence. La 
columelle est sphérique ou ovalaire. 


La figure 3 représente la disposition des sporanges par rapport 
aux hyphes. 


Pouvoir pathogene expérimental. 


Nous avons recherché le pouvoir pathogéne expérimental de 
ces trois souches sur les animaux de laboratoire suivants : lapins, 
cobayes, rats blancs, souris, inoculés par diverses voles. 


1* CAS : Soucne M. — MucorINEE ISOLEE D’'UN ULCERE DE JAMBE. 


a) Chez le lapin. — Deux lapins males d’un poids moyen de 
2 kg ont été inoculés avec 1 ml d’une suspension de spores par 
voie intraveineuse dans la veine marginale de l’oreille. Ces ani- 
maux sont morts respectivement les 4° et 5° jours aprés l’inocu- 
lation. Aprés autopsie, l’examen macroscopique nous ,a montré 
dans les deux cas un état congestif des organes. Les reins pré- 
sentent une hypertrophie trés importante et inégale (pl. I, fig. 4) et 
sont semés de plaques blanches ou rouges d’aspect hémorragique. 


L’examen histopathologique des reins a montré, d’aprés les 
coupes (pl. II, fig. 1 et 2): 

1° Au faible grossissement (pl. II, fig. 1), des tubes rénaux qui 
sont le sige de bouchons purulents. Par places, on note une 
destruction des tubes uriniféres aboutissant a la formation d’abcés. 


2° Au fort grossissement (pl. II, fig. 2), la présence d’abcés ot 
se trouvent des filaments de calibre irrégulier. La culture du 
broyat des reins était positive. 


L’inspection macroscopique du foie des deux lapins n’a montré 
que deux abcés pour l’un d’entre eux. L’examen histopatliolo- 
gique du foie qui n’a pas montré d’abcés visible a permis de 
mettre en évidence, comme le prouve la coupe (pl. II, fig. 3), quel- 
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ques petits abcés renfermant des éléments mycéliens du mucor. 
Mais la majeure partie du parenchyme hépatique est indemne de 
lésions. 

En ce qui concerne les poumons, les coupes permettent de 
mettre en évidence de petits abcés trainants, riches en_histio- 
cytes et en cellules macrophagiques multinucléées, dont certains 
montrent des inclusions intracytoplasmiques (pl. II, fig. 4). 

A la coupe du cerveau, on note une forte congestion avec pré- 
sence dans certains capillaires d’éléments du mucor (pl. II, fig. 5). 
La rétroculture est positive. 

On trouve aussi des abcés au niveau de l’épiploon (pl. I, fig. 5 
et pli, fig. 6), 

Les cultures des pus d’abcés ont été positives. Les rates sont 
légérement hypertrophiées, mais sans lésions macroscopiques 
visibles. 

L’inoculation de 0,5 ml de spores par voie sous-cutanée ou 
intramusculaire ne nous a pas donné de réaction. Par contre, 
Vinoculation de mélange de spores et de mycélium a permis de 
créer un petit abcés sous-cutané. La méme inoculation en pré- 
sence de miel a donné un abcés d’un diamétre de 2 cm avec du 
pus verdatre, épais et filant. Les deux abcés ont guéri sponta- 
nément. 

L’ingestion, répétée trois fois, de 2 ml de spores, n’a pas pro- 
voqué d’accident. 


b) Chez le cobaye. — L’inoculation intrapéritonéale de 0,5 ml 
de spores a 6 cobayes d’un poids moyen de 400 g a entrainé la 
mort entre le quatriéme et le sixieme jour. L’autopsie a montré 
dans tous les cas la présence de ganglions mésentériques forte- 
ment suppurés dans des masses adhérentes (pl. I, fig. 6). 

Toutes les rétrocultures étaient positives. 

Dans les 6 cas on note une hypertrophie rénale importante avec 
de nombreux abcés et dans 2 cas de trés grosses surrénales. 

L’examen histologique des reins a montré les mémes lésions 
que chez le lapin. 

Au point d’inoculation, chez ces cobayes, on note des abcés 
dans de grosses masses indurées et l’examen histologique a permis 
de retrouver les éléments du mucor dans la paroi du trajet d’ino- 
culation. of 

Chez deux animaux de cette série l’hémoculture était positive. 

L’ingestion répétée trois fois de 1 ml d'une suspension de 
spores, par des cobayes de 470 g, n’a provoqué aucun accident. 
Comme chez le lapin, seule l’inoculation sous-cutanée ou intra- 
musculaire du mélange spores-mycélium incorporés dans du miel 
a permis l’installation de collections suppurées dont le pus est 
positif a la culture (mucor 4 ]’état pur). 
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c) Chez le rat. — L’injection intrapéritonéale, a des rats blancs 
de 100 g, de 0,5 ml de spores, a amené la mort de 1 animal sur 4 
en quatre jours. Les autres ont été sacrifiés au dixiéme jour. Dans 
tous les cas on note un aspect congestif du poumon, une hyper- 
trophie rénale avec des lésions plus ou moins importantes, dans 
lesquelles ont a retrouvé le champignon, des ganglions mésenté- 
riques trés hypertrophiés et purulents (pl. I, fig. 7 A). Sur le trajet 
de l’inoculation au niveau de la paroi, on note une zone indurée 
et abcédée (pl. I, fig. 7 B). 

L’inoculation sous-cutanée ou intramusculaire, soit avec des 
spores seules, soit avec du mélange spores-mycélium en présence 
de miel, n’a donné aucun phénoméne de suppuration locale. 


d) Chez la souris. — L’inoculation intraveineuse de 0,25 ml de 
suspension de spores a des souris de 22 g a tué les animaux en 
cing jours. A l’autopsie on découvre une hypertrophie moyenne 
des reins criblés d’abcés. 

L’injection intrapéritonéale de 0,3 ml de spores a tué 70 p. 100 
des souris en six jours, avec hypertrophie moyenne des reins et 
abcés plus ou moins importants. 

L’ingestion répétée de spores n’a amené aucun trouble chez la 
souris. 

Comme chez le rat, nous n’avons pas réussi 4 provoquer d’abcés 
sous-cutanés. 


2° CAS : Soucue L ISOLEE DU LABORATOIRE. 


Nous n’avons pu obtenir de lésions que chez le lapin par voie 
intraveineuse. Les deux lapins inoculés avec 1 ml de suspension 
de spores (de densité optique identique a celle utilisée,dans le cas 
précédent) sont morts le cinquiéme jour avec une hypertrophie 
énorme bilatérale des reins qui étaient criblés d’abcés. 


LEGENDE DE LA PLANCHE I 


Fic. 1. — Rhizopus Gr. x 42. 
Fic. 2. — Fructifications. Souche L. x 29. 


Fic. 3. — Disposition des sporanges. Souches A. x 184. 


Fic. 4. — Aspects anatomopathologiques de reins de lapins. 
Fic. 5. — Abcés épiploiques du lapin. 
Fic. 6. — Ganglions mésentériques suppurés dans des masses adhérentes (cobaye). 
Fic. 7. — A) Ganglion mésentérique suppuré du rat. B) Zone indurée et abcédée 


au niveau de Jlinoculation (rat). 
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LEGENDE DE LA PLANCHE II 


: Fic. 1. — Reins. Faible grossissement. x 70. Hémalun-éosine-safran. = 


Fic. 2. — Reins. Fort grossissement x 280. PAS. — 


Fic. 3 — Foie. x 480. Hémalun-éosine-safran. = 


‘i Fic. 4. — Poumons. x 480. Hémalun-éosine-safran. Présence dans le bas de a 
figure dune cellule géante multinucléée renfermant une inclusion. - 7 
ee =. basal 
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Fic. 5. — Cerveau. x 480. Hémalun-éosine-safran. : a 2 
Fis. 6. — Abcés épiploique. x 20. Hémalun-éosine-safran. _ 
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On note par ailleurs la suppuration de nombreux ganglions 
mésentériques. Les poumons sont congestionnés. Dans un cas 
on note une péricardite trés importante. 

L’infection de cobayes, de rats et de souris par les diverses 
voles exposées précédemment ne nous a pas permis d’observer’ 
de lésions macroscopiquement visibles. 


3° CAS : Soucue A ISOLEE DE L’AIR D'UNE CLINIQUE 
DE NOURRISSONS. 


L’inoculation intraveineuse, 4 2 lapins, de 1 ml d’une suspension 
de spores (densité optique identique 4a celle utilisée pour les lapins. 
des premier et deuxiéme cas) a amené la mort en quatre jours. 
Ils présentaient de trés gros reins avec abcés confluents et quelques 
nodules hépatiques dont la rétroculture était positive. L’inocula- 
tion sous-cutanée de spores mycélium incorporés dans du miel 
chez le lapin, le cobaye et le rat, a donné lieu a de petits abcés 
qui ont évolué rapidement vers la guérison. 

Les infections intraveineuse et intrapéritonéale n’ont amené 
aucun trouble apparent. 

L’ingestion de spores par les divers animaux ne nous a pas 
permis de constater de troubles dans leur comportement ni de 
lésions macroscopiques a l’autopsie. 


CONCLUSIONS 


In vitro, les trois souches de mucorinées étudiées présentent des 
caractéres culturaux et morphologiques différents. 

In vivo, le pouvoir pathogéne expérimental des trois souches 
de mucorinées étudiées se présente différemment lorsqu’on l|’envi- 
sage vis-a-vis de différents animaux de laboratoire. 

L’introduction de spores dans l’organisme de lapins par voie 
intraveineuse a déterminé pour nos trois souches la mort des 
animaux en quatre a cing jours avec des lésions importantes des 
reins. 

Le rein est Vorgane le plus souvent atteint. Toutefois, des 
lésions peuvent étre retrouvées au niveau du foie, du poumon, 
du coeur et du mésentére. 

L’utilisation des autres animaux nous a permis d’apprécier des 
différences dans le pouvoir pathogéne expérimental de nos trois 
souches. 

Seule la souche isolée d’un ulcére de jambe s’est montrée 
pathogéne pour tous les animaux étudiés. 


942 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


SUMMARY 


ASPECTS OF EXPERIMENTAL LESIONS INDUCED BY CERTAIN MucoRINEAE. 


In vitro each one of three strains studied possesses different 
cultural and morphological characters. 

In vivo, the pathogenicity varies according to the animals species 
inoculated. Intravenous injection of spores of the three strains 
into rabbits is lethal within four or five days, important lesions 
being found in the kidneys. The kidney is the organ most often 
altered. However, lesions may be found in liver, lungs, heart and 
mesenterium. 

Inoculation into other laboratory animals demonstrated diffe- 
rences between the experimental pathogenicity of the three strains. 

Only the strain isolated from a leg ulcer proved pathogenic for 
all animals studied. 
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COMPARAISON DES BESOINS EN CALCIUM DE 
QUELQUES SOUCHES DE PSALLIOTA HORTENSIS Cke 
CULTIVEES DANS DIFFERENTS MILIEUX 


par G. MARTIN (*). 


(Conservatoire National des Arts et Métiers, Chaire de Chimie 
Agricole et Biologique {Professeur J. Lavottay].) 


Les besoins en calcium des champignons supérieurs sont encore 
mal connus. Fron {2] a constaté que le mycélium de la morille ne 
se développe pas lorsque le calcium n’est pas introduit dans le 
milieu. I] en est de méme pour certaines espéces du genre Maras- 
mium (Lindeberg [5}), du genre Coprinus (Fries [4], Weir [9)). 
Cependant Willam, Trzcinski et Willam-Engels [40] ont cons- 
taté que apport de Ca++ au milieu de culture n’exerce aucun 
effet favorable sur la croissance de Morchella rotonda. En 
l’absence de données précises sur le degré de purification des 
milieux utilisés par ces auteurs, leurs conclusions sur les besoins 
en calcium des espéces étudiées restent entachées d’une certaine 
incertitude. 

En ce qui concerne Psalliota hortensis Cke (1), il a été précisé 
par Treschow [8], puis par nous-mémes [6] que le calcium devait 
étre rangé parmi les macro-éléments indispensables a la nutrition 
du mycélium sur divers milieux artificiels. 


Mais Humfeld et Sugihara [8] ont pu cultiver le mycélium sub- 
mergé d’une souche de la variété albida sur un milieu ov le 
Ca++ n’a pas été ajouté. Comme la composition générale du 
milieu de ces auteurs était différente de celle du milieu de Tres- 
chow (urée remplagant l’asparagine, forte concentration en glu- 
cose et absence de facteurs organiques de croissance), on pou- 
vait se demander si la contradiction apparente de ces résultats 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 juillet 1961. 
(1) Egalement désigné par certains auteurs sous le nom de Agaricus 
camprestris var. bispora, mais il s’agit ici de l’espéce cultivée. 
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était due a une différence dans les besoins nutritionnels des sou- 
ches ou a la différence de constitution des milieux. 

Le présent travail a été effectué pour rechercher si l’absence 
de besoin en calcium caractérise les souches de champignons 
de couche utilisées par Humfeld et Sugihara, indépendamment de 
la composition globale du milieu. On a également recherché si 
la nécessité du calcium pour la souche S.32 [6] et pour d’autres 
souches également utilisées pour la production de « blanc de 
champignon » était indépendante de la composition du milieu 
de culture. 


Tasreau I. — Composition des milieux de culture (1). 


Partie commune a tous les milieux 


En mol.g par litre : | En mg par litre : 
MaS O07 I Ol marcns «a Ts LO ERIARUSE LS yoy one meee 0,200 


INARSOlereai noice Waar 2.10-3 Ou mélange de vitamines : 

eitee pac ee PMAMINe GR sie ar ei 0,200 

&§P : | AG etin Ite ts, rai. sates 0,200 
Mn (MnSO,, H,O) ..... 0,100 | Biotine Soo. aoc es 0,200 
Cr {CusO7, 5H,0} = oes 0,100 Ribollavitie ys hes Mente 0,080 
Zn (ZnSO, 7HsO0)....- 0,200 
IRE (ARSSOVE GASHOW ES sac I,00 
dy (Sk) BO) 4), niga ores cone be 0,100 | 
CIRING@ CIR 2 crits Sree 0,100 | 


A. — Milieux renfermant P sous la forme de phosphates minéraux. 
(EH PO cin 2. To M. -- Na sPO UH | os. I.10—*M) 


Ay Glieose. 5... 55.00 M Asparagine 27... . I5.10-*M Thiamine 

A, Mannitol... 82.10-%M Asparagine ....... 15.10-8M Thiamine 
Glucose .... 55.10-8M Nitr. d’ammonium. 15.10-8M Mélange de 

A, Succinate de * vitamines 
| Sodium .. r0.10-8M 


B. — Milieux venfermant P sous la forme de phosphate organique 
[Glycérophosphate de Na..... Bic ean (2)] fare 


B, Glucose .... 55,10-°M Asparagine -..!.. 7,;5-10-°M Thiamine 
B, Glucose .... 55.10-8M Succinate de Na et Thiamine 
; d’ammonium... 8,0.10-%M 
B, Mannitol... 55.10-*M Asparagine ...... 7,5.10-8M Thiamine 
B, Mannitol... 55.10-8M Succinate de Na et Thiamine 
: d’ammonium... 8,0.10-3M 
B; Mannitol... 55.10-%M Succinate de Na et Mélange de 
d@’ammonium... 8,0.10-3M__— vitamines 


(x) Ces milieux sont préparés a partir de sels purs pour anal i 
, ! ¢ t yse. Le glucose, 1 - 
ny si ab . a vant de sodium et d’ammonium sont purifiés << recaintaiiication 
a concentration du présent comme impureté dans ces mili : 
par litre. Le pH est ajusté a 6,0 — 6,2. ES ae 


pie Sal Shae at de sodium « Prolabo » (constitué principalement de 8 glycérophos- 
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Les souches utilisées présentent les caractéres suivants 


S.12 et S.32 (2) : souches commerciales de variété blanche, 
donnant sur le milieu de Treschow un mycélium blanc feutré peu 
dense devenant chamois aprés quelques semaines de culture. 
Le milieu brunit au cours du vieillissement et s’enrichit en lac- 
case (Legrand et Martin [4}). 

S.84 et S.88 (2) : souches commerciales des variétés créme et 
blonde ayant les mémes propriétés culturales que S.12 et S.82; 
mais $.88 a une croissance beaucoup moins rapide que les précé- 
dentes sur le milieu de Treschow. 

NRRL 2334,2335 et 2336 : souches utilisées dans le travail de 
Humfeld et Sugihara (8). Sur le milieu de Treschow, le mycélium 
de ces souches a un aspect différent de celui des souches Sarazin. 
En milieu liquide non agité, il se développe rapidement 4 la fois 
sous les formes aérienne et submergée ; il devient par la suite 
trés compact et prend l’aspect caséeux. La partie submergée se 
colore respectivement en jaune serin (NRRL 2335), ou en rose 
(2336), ou ne se colore pas (2334). Ces souches ont une croissance 
beaucoup plus rapide que les précédentes et sont moins sensibles 
aux variations de pH du milieu (fig. 1). Elles sécrétent en milieu 


ie) 
x 


van — 
o——O 
ae 
A 
NRRL 2434 5 
50 Neer. 23s5-.. 


OS Ekg a IS a)" Ob Ma yk 


Fic. 1. -- Poids de récoltes obtenus en six jours (souches NRRL) et en trente-cing 
jours (souche §.12) en fonction du pH initial. Milieu A, (glucose, asparagine, 
P minéral). 


(2) Gracieusement procurées par A. Sarazin, producteur de mycélium 
industriel, 4a Carriéres-sur-Seine (S.-et-O.). 

(3) D’aprés C. V. Hesseltine (U.S. D.A., Peoria, Illinois). Gracieu- 
sement procurées par cet auteur. 
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acide un pigment jaune d’or; mais elles ne produisent pas de 

lacease, quel que soit le pH du milieu. 5 
La technique de culture a été décrite dans un travail antérieur 

[6]. Les différents milieux utilisés sont indiqués dans le tableau I. 


(COMPARAISON DES BESOINS EN Catt 
DANS UN MILIEU DE TYPE TREscHoWw (A,). 


Ce milicu est semblable a celui qui a été précédemment utilisé 
(6}. Il fut ensemencé avec des implantats des souches a croissance 
rapide NRRL 2334, 2335 et 2336, et comparativement avec les 
souches S.32, S.84 et S.88. Les concentrations en Ca++ étudiées 
(CaSO,,2H,O) étaient de 0, 2,0, 5,0 et 60 mg par litre. Les poids 
de récolte totale (mycélium submergé + mycélium aérien) sont 
indiqués dans le tableau II. 


Tastesu Il. — Croissance du mycélium des souches NRRL 2334, 2335 

et 2336 et des souches S.32, S.84 et S.88 sur un milieu asparagine- 

glucose-P minéral (milieu A,) en présence de plusieurs concen- 
trations en Ca++. Poids de mycélium sec en mg (1). 


| CONCENTRATIONS EN Ca (mg/1) | 
SoucnES | DUREE DE CULTURE | 
fe) 2 | 5 a ee 
i >, cp at Se dal . ; i 
HENRI) 2334000 | TI jours | 66 | 67 | 63 | 
| NRRL 2 335.---- | II jours Peele %. | 78 | 81 
Hi NIRUR TOE 238 Onc : | It jours FOr | | 76 74 
| - >: | | 
jase Geog os oer se 19 jours 6,5 | | 68 74 
SoD o? Wehero bunec bones | 19g jours |. 495 ] "035 1 -S35Sen cee 
NS. 88 6 tage: Sens 27 jours 7,0 | 8,0 | 410,0 14 
| s | | 
(x) Chiffres représentant les valeurs moyennes pour quatre cultures. La variabilité des i 
résultats (9%) est voisine de 6% [6]. 


Les souches NRRL ont une croissance trés rapide sur le milieu 
de type Treschow. Les poids de récolte ne diminuent pas lorsque 
le calcium a été omis. 

La souche $8.32 a une croissance moins rapide et omission de 
Ca++ provoque absence totale de mycélium aérien (4) et restreint 
le poids de récolte totale & moins de 1/10 du poids de la récolte 
optima. L’addition de Ca++ a raison de 5 mg par litre conduit 
a une récolte voisine du maximum. 


x 


(4) Le mycélium a tendance 4 former des petits flots translucides au 
fond du récipient 
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Les souches $.84 et S.88 ont une croissance encore plus lente ; 
Vécart entre les poids de récolte avec et sans Cat++ est beaucoup 


moins important qu’avec la souche S.32. Cependant, l’effet du 
calcium est toujours évident. 


RECHERCHE DES BESOINS EN CALCIUM D’UNE souciizE NRRL 
CULTIVEE SUR D'AUTRES MILIEUX. 


La souche NRRL 2334 a été cultivée sur quatre milieux (B,, 
B,, B; et B,) ot le phosphore était apporté sous la forme de 
glycérophosphate. Les poids de récolte en fonction de la concen- 
tration en Ca++ du milieu sont indiqués dans le tableau III. 


Tasreau III. — Croissance du mycélium de la souche NRRL 2334 
cultivée sur différents milieux additionnés de quantités variées de 
Ca++. Poids de mycélium sec en mg aprés onze jours de culture (1). 


CONCENTRATIONS EN Ca (mg/1) 
i} MILIEUX | 

/ fe) 2 5 60 
1] | 

| | | | 
|| B, (glucose-asparagine) ...... 148 150 143 160 

|| B, (glucose-succinate d’ammo-| 

|| > SHITE bap aan cists os aur 75 79 75 85 

| B, (mannitol-asparagine)..... 152 uiayy 
| B, (mannitol-succinate d’am- \| 
i EHOSTLIVINI We eine ee aes Sieh 66 66 66 63 

} (x) Chiffres représentant les valeurs moyennes pour quatre cultures. 


Les poids de récolte sont du méme ordre de grandeur lorsque 
la source de carbone est constituée par du glucose ou par du 
mannitol. En présence d’azote ammoniacal, ils sont restreints 
d’environ 50 p. 100 par rapport aux poids de récolte obtenus en 
présence d’asparagine. Mais, dans tous les cas, les récoltes sont 
indépendantes de la concentration en Catt du milieu. 


BESOINS EN CALCIUM DES soucHES S.12 ET S.32 
CULTIVEES SUR DIVERS MILIEUX. 


Les milieux A,, A, et A, renfermant le phosphore sous la 
forme de phosphates minéraux et les milieux B,, B, et B, renfer- 
mant P sous la forme de glycérophosphate ont été utilisés pour 
cette étude. Les poids de récolte en fonction de la concentration 
en Cat+ du milieu sont indiqués dans le tableau IV. 
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Tanteau IV. — Croissance du mycélium des souches 8.12 et S.32 sur 
différents milieux additionnés de quantités variées de Ca++. Poids 
de mycélium sec en mg (1). 


| 
| 


ee aiaiete Ss | 
RH | 
jp ls ‘DUREE DE CONCENTRATIONS EN Ca (mg /1) 
2 MILIEUX DE CULTURE | culture | 
o | | (jours) | 
nD | i i 2 5 50 
_P minéral : | 
S. 32 | A, (glucose-asparagine) .. 19 6,5) 68 |74 || 
Saez A, (mannitol-asparagine) . 27 Pes | Wes eae | 3.3) 
| S.12 Ag (glucose-nitrate d’am- a | 
| PSRLOT (E11) More ote etene oes eats Fans 24 16 30 | OL 
| | P glycévophosphate : | | 
S.32 B, (glucose-asparagine) .. 26 7 ate 10 | | 9(2) 
S. 32 B, (mannitol-asparagine) . 24 | 44) 6 6,8 7,5, 957 
S.12| B, (mannitol-succinate de | | | 
| sodium et d’ammonium) ... 34 Gos | 725] 10 
| S. 32) Bs, (mannitol-succinate de | | 
| sodium et d’ammonium) ... 39 | 5 6 Powel 955 
(1) Moyenne de quatre cultures. 
(2) Développement trés notable aprés un temps de culture prolongé. 


Seuls les milieux A, (glucose, asparagine, P minéral) et A, 
(glucose, nitrate d’ammonium, P minéral) permettent le dévelop- 
pement du mycélium des souches Sarazin avec une vitesse nor- 
male : l’omission de Cat++ conduit alors & un abaissement consi- 
dérable du poids de récolte. Sur les autres milieux, la croissance 
est lente et les effets résultant des variations de la concentration 
en Cat+ sont peu apparents. Le poids de récolte s’abaisse de 
50 p. 100 environ lorsque le Ca++ est omis. 

Sur les milieux renfermant du nitrate d’ammonium ou du succi- 
nate d’ammonium, le mycélium a un aspect un peu différent de 
son aspect normal sur le milieu de Treschow : le réseau mycélien 
est plus lache, veiné de cordons blancs, et brunit peu (ou pas) en 
vieillissant. En outre, la production de laccase est trés faible. 


DISCUSSION 


Les souches S.12, 3.32, $.84 et S.88 se rapprochent beaucoup 
de celles de Treschow {8]. Elles appartiennent a l’espéce Psalliota 
hortensis Cke. Elles sont susceptibles, en cultures industrielles, 
de produire des carpophores ayant les caractéristiques de l’espéce. 
Le calcium est manifestement indispensable pour ces souches. 
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Méme sur un milieu au mannitol, sur lequel leur croissance est 
trés lente, l’effet de l’omission de Ca++ est encore visible ; il est 
probable que, dans ces conditions, les traces de calcium présentes 
comme impuretés sont presque suffisantes pour assurer la faible 
croissance autorisée par la composition de ces milieux. 

Toutefois, sur le milieu B,, le mycélium se développe presque 
aussi mal en présence de calcium que lorsque cet élément a été 
omis. Il est possible que le glycérophosphate empéche l'utilisation 
du calcium par la plante. Dans tous les cas ot le milieu est favo- 
rable, on observe toujours une diminution trés importante du 
poids de récolte lorsque le Ca++ est omis. Le besoin en calcium 
de ces souches apparait comme indépendant de la composition 
globale du milieu. 

La nécessité du calcium caractérise done ces souches comme 
celles de Treschow. Elles ont, comme autre propriété commune 
avec ces derniéres, celle de synthétiser de la laccase. 

Les souches utilisées par Humfeld et Sugihara, que nous avons 
étudiées, se distinguent des souches Sarazin par un certain nombre 
de caractéres. Elles ont, d’aprés les auteurs, perdu la faculté de 
fructifier. Par leur stérilité et leur croissance trés rapide sur des 
milieux défavorables aux souches fertiles étudiées par Treschow 
et par nous-méme, elles rappellent certaines souches aberrantes 
observées chez les Dermatophytes par Sabouraud [7] a la suite 
dune culture prolongée sur des milieux trop riches en glucides (5). 

Les souches NRRL n’exigent ni thiamine, ni calcium ; elles 
utilisent le mannitol aussi bien que le glucose, et le glycéro- 
phosphate comme source de phosphore. Tous ces caractéres les 
différencient nettement des souches fertiles de Psalliota hortensis 
Cke. En outre ces souches ont perdu la faculté de synthétiser la 
laccase. 

Il est possible que ces différences résultent d’une transformation 
unique dont les traits principaux seraient l’aptitude a utiliser le 
mannitol comme source de carbone, la perte de besoin en calcium 
et Vinaptitude a synthétiser de la laccase. 


RESUME 


Des différences dans les besoins en calcium de diverses souches 
de Psalliota hortensis Cke ont été observées. Les souches fertiles 
de mycélium utilisées pour la préparation de « blanc de champi- 
enon » ne peuvent croitre en absence de calcium, quelle que soit 
la composition du milieu de culture. D’autres souches_ sélec- 


(5) Cette transformation a été désignée sous le nom de pléomor- 
phisme [7]. 
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tionnées en vue de la production rapide de mycélium submergé 
sont indifférentes a l’égard du calcium. L’infertilité de ces 
souches, leur faculté d’utiliser le mannitol comme source de car- 
bone et leur inaptitude a produire de Ja laccase conduisent 4 poser 
la question de savoir si elles appartiennent bien a l’espéce Psalliota 
hortensis Cke ou si elles sont le produit d’une transformation pro- 
bablement irréversible. 


SUMMARY 


COMPARISON OF CALCIUM REQUIREMENTS OF SOME STRAINS 
or Psalliota hortensis Cke CULTIVATED IN VARIOUS MEDIA. 


Differences between the calcium requirements of various strains 
of Psalliola hortensis Cke are demonstrated. Fertile strains of 
mycelium used for the preparation of the commercial spawn 
cannot grow in the absence of calcium, whichever the culture 
medium. Other strains selected for the rapid production of 
submerged mycelium proved indifferent towards calcium ; these 
strains are not fertile, they are able to use mannitol as a source of 
carbone, and unable to produce laccase. These properties suggest 
that they might not belong to the species Psalliota hortensis Cke, 
and might result from a probably irreversible transformation. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Fries (L.). Svensk. bot. T., 1956, 50, 47-96. 

[2] Fron (G.). C. R. Acad. Sci., 1905, 440, 1187-1189. 

(3] Humreip (H.) et Suarana (T. F.). Mycologia, 1952, 44, 605-609. 

[4] Lrcranp (G.) et Martin (G.). Bull. Soc. Chim. biol., 1958, 40, 
1511-1516. 

[5] Linpeserc (G). Symbolae Bot. Upsalienses, 1944, 8, 121-151. 

[6] Martin (G.) et Lavotzay (J.). C. R. Soc. Biol., 1960, 154, 296-299. 

[7] Sasouraup (R.) cité par Lancrron (M.), in Précis de Mycologie, 
Masson et Cie édit., 1945. 

[8] TrescHow (C.). Dansk. bot. Arch., 1944, 44, 1-180. 

[9] Weim (J. R.). Flora, 1911, 103, 87-90. 

[40] Wirzam (A.), Trzcinski (T.) and Wiitam-Encers (L.). Mushroom 
Sci., 1956; 3, 283-308. 


LES CONDITIONS PRATIQUES 
D’UTILISATION DES ANTIGENES PARASITAIRES 
STABILISES DANS LE DIAGNOSTIC IMMUNOLOGIQUE 
DES HELMINTHIASES 


par R. DESCHIENS, M'e J. BENEX et MY E. LAMBAULT (*). 


(Institut Pasteur, Service de Parasitologic) 


Le diagnostic immunologique (réaction de fixation du com- 
plement, réaction d’hypersensibilité cutanée, réaction d’aggluti- 
nation) des principales helminthiases (distomatoses, hydatidose, 
hilharzioses, filarioses, trichinose, ascaridiose) est d’un usage 
courant en biologie clinique. 

Cette position est justifiée par la difficullé ou, méme, par 
limpossibilité, dans des cas relativement nombreux, d’établir un 
diagnostic de certitude par la constatation directe d’éléments 
parasitaires dans des produits pathologiques. Ceci est vrai, en 
particulier : 1° & la période d’incubation, ou en période prépa- 
tente, de certaines parasitoses (distomatoses, bilharzioses, fila- 
rioses, ascaridiose) ; 2° a la période de chronicité de certaines 
maladies parasitaires ott la présence des éléments d identification 
est discontinue (filarioses et bilharzioses anciennes) ; 3° lorsque 
les éléments parasitaires ne sont pas extériorisés (trichinose, 
liydatidose, cysticercose). 

Il faut ajouter que, sur le plan de la pratique médicale, on peut, 
dans certaines helminthiases, par un diagnostic biologique pré- 
coce (réaction de fixation du complément dans la distomatose 
avant apparition des ceufs de I’. hepatica), instaurer une théra- 
peutique elle-méme précoce et, par conséquent, plus efficace. 

Le nombre des réactions immunologiques, ou reliées 4 celles-ci, 
qui ont été décrites et proposées en immunologie parasitaire est 
déja important et ne fera certainement qu’augmenter. 


(*) Manuscrit recu le 11 juillet 1961. 
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Parmi celles qui se sont révélées utilisables et pratiques, doi- 
vent étre mentionnées, en premier lieu, la réaction de fixation du 
complément et la réaction d’hypersensibilité cutanée, toutes deux 
classiques, bien connues et souvent valables. 


Dans une seconde catégorie, se présentent des systémes qui, 
bien que nécessitant un équipement parfois difficile a réaliser 
dans les laboratoires de biologie clinique, contiennent une pro- 
messe de validité et d’application pratique ; ce sont : 


1° Les réactions d’agglutination de parasites appliquées, en 
particulier, au diagnostic des bilharzioses par Fairley (1951 [4)) 
et Oliver-Gonzales (1955 [8]) ; l’épreuve, dans ce cas, consiste a 
rechercher l’agglutination des cercaires par une dilution saline 
de sérum du malade. 


2° Les réactions d’agglutination siricto sensu, qui répondent 
a l’agglutination d’hématies tannées (hémagglutination) ou de 
supports de particules inertes (collodion, cholestérol, bentonite, 
polystyréne) sensibilisés par un antigéne en présence d’un sérum 
homologue et qui ont été bien éudiées par Coudert et Coly [2] 
en 1956 dans la distomatose, ainsi que par Suessenguth et Kline 
et par Roth dans la trichinose. 


3° Les réactions de précipitation et de floculation qui sont 
appliquées a la lecture, sous le microscope ou en tube, de la flo- 
culation de particules d’argile (bentonite), de polystyréne (« latex ») 
ou de collodion, sensibilisées 4 des antigénes définis (antigéne 
distomien) en présence de sérums homologues (sérum de disto- 
mien). 


4° La réaction de Vogel et Minning (1949 [9, 10}), bien analysée 
par Brumpt, Buttner et Picot (1961 [4]), qui est particuliére aux 
bilharzioses et consiste dans l’apparition d’un manchon fibrineux 
a la surface de cercaires de schistosomes mises en contact avec 
un sérum bilharzien. Cette réaction se rapproche de la réaction 
de floculation. 


5° Les épreuves d’immuno-fluorescence (méthode de Coons) 
qui n’ont été, jusqu’a maintenant, appliquées que dans |’amibiase 
(Goldman, 1953 (5}) et dans les trichomonoses. 


6° Les réactions d’immobilisation inspirées du test de Nelson 
dans la syphilis. 


7° Les réactions d’inhibition qui consistent dans la réduction de 
la croissance de cultures de parasites (amibes dysentériques) en 
présence d’un sérum contenant des anticorps homologues, par 
rapport 4 un témoin (Dopter et Deschiens, 1936 13]; Nakamura, 
1959 [7]. 
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Dans la pratique biologique clinique, ce sont la réaction de 
fixation du complément et la réaction d’hypersensibilité cutanée qui 
sont, a juste titre, employées. 

La qualité des antigénes parasitaires utilisés dans les réactions 
sous revue est, évidemment, une condition essentielle d’un bon 
diagnostic biologique. 


Cette considération a conduit I’Institut Pasteur, qui, depuis 
1909 (Weinberg [44]) et, surtout, depuis 1944 (Lavier et Stefa- 
nopoulo [6]), s’intéresse A ce probléme pratique, a préparer des 
antigénes parasitaires stabilisés (lyophilisats parasitaires de 
VI. P.) présentant le maximum de sensibilité et de spécificité 
pratiques et une durée de conservation d’un an, au moins; ils 
répondent aux besoins des malades et des médecins. 


Ces antigénes permettent d’obtenir des réponses positives chez 
les sujets infestés, en réaction de fixation du complément ou en 
réaction d’hypersensibilité cutanée, dans 70 4 90 p. 100 des cas, 
en fonetion de la nature de la parasitose prospectée. 


Deux présentations d’antigénes peuvent ¢tre mises, par 1’ Ins- 
tutut Pasteur, a la disposition des laboratoires de biologie clinique, 
des médecins, des biologistes ct des pharmaciens 

1° Des antigénes destinés a la recherche de la réaction d’hyper- 
sensibilité cutanée. 


2° Des antigénes établis aux fins de la recherche de la fixation 
du complément ou des réactions d’agglutination et de précipita- 
tion. 


Dans chacune de ces deux séries, 11 est établi les antigénes 
spécifiques, ou de groupe, suivants : 

a) Antigéne distomien, destiné au diagnostic immunologique 
des distomatoses hépatiques. 

b) Antigéne hydatique, destiné au diagnostic immunologique 
(réaction de Casoni) de lhydatidose (kyste hydatique) et, occa- 
sionnellement, 4 l’antigénothérapie de |’échinococcose. 

c) Antigéne bilharzien, destiné au diagnostic immunologique 
des bilharzioses urinaire, intestinale et sino-japonaise. 

d) Antigéne filarien, destiné au diagnostic biologique de la fila- 
riose lymphatique & Wuchereria bancrofti et a W. malayi, de Ja 
loase (Loa loa) et de l’onchocercose (Onchocerca volvulus). 

e) Antigéne trichinien, ayant pour fin le diagnostic immuno- 
logique de la trichinose. 

f) Antigéne ascaridien, destiné a identifier la période d’invasion 
ou les manifestations atypiques de l’ascaridiose. 
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DOCUMENTATION GENERALE 


Préparation des antigénes parasitaires 
(lyophilisats parasitaires de l'Institut Pasteur) 
pour l’intradermo-réaction et pour réaction de fixation 
du complément a partir de vers frais. 


Cette préparation comporte des manipulations préliminaires 
et la préparation proprement dite des antigénes. 


MANIPULATIONS PRELIMINAIRES. 


1° Prélévement des helminthes ; lavage 4 l'eau de fontaine puis 
a Peau distillée stérile. 

2° Pesée des vers frais. 

3° Congélation des vers. 


4° Broyage au mortier stérile sous congélation. 


PREPARATION DUN ANTIGENE A 1 Pp. 10. 


1° Un broyat de vers frais pése 6,5 fois plus qu'un extrait sec 
de ces mémes vers ; les vers frais conservent done 6,5 fois plus 
d’cau que les vers sees. Pour avoir un extrait a 1/10, exprimé en 
poids sec de vers, il faudra done 6,5 parties de vers frais (cor- 
respondant a une partie de vers secs) pour 9 parties d’E. P. 
100 x 9 


= 138,40 
6,5 

parlics VE. P. pour obtenir un anuigéne 4 1/10, le volume d’eau 

physiologique E, P. étant établi en fonction du poids des vers 
(138,40 g dE. P. pour 100 g de vers, par exemple). 


Ikxemple : pour 100 @ de vers frais, il faut : - 


2° On extrait les principes antigéniques par macération sous 
agitation & + 4° pendant vingt-quatre heures en eau physiolo- 
gique stérile. 


8° On centrifuge le macérat dix minutes & 2 000 tours. 
4° On le conserve 4 — 15° C. 


PREPARATION D UN ANTIGENE A 1 Pp. 500. 


Pour les épreuves de fixation du complément et d’hypersensibi- 
lité cutanée, les antigénes parasitaires stabilisés (lyophilisats de 
Institut Pasteur) sont habituellement utilisés au titre de 1 p. 500. 
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On opérera de la fagon suivante, pour obtenir un tel antigéne : 

1° Partir de lantigéne 1/10 centrifugé et conservé a — 15° ; 
diluer & la dilution voulue, 1/500 par exemple. 

2° Filtrer sur un filtre de polystyréne, a 4° C. 

3° Reépartir le filtrat en ampoules pour avoir des ampoules de 
1/4 de ml (intradermo-réaction) et de 2 ml (réaction de fixation 
du complément). 

4° Lvophiliser (1). 

0° Conserver le stock constitué & — 15° ou a 4°. 


A la fin de Vopération, on obtient un antigéne 4 1 p. 500, a 
Véquivalence de 0,0130 g de vers frais par ml. 


Présentation, mode d’emploi, technique. 


A. ANTIGENE POUR REACTION D’HYPERSENSIBILITE CUTANEE. 
PRESENTATION. 


Boite contenant : 

Une ampoule, n° 1, d’antigéne stabilisé, lyophilisé, dont le 
contenu correspond a 0,00325 de vers frais. 

Une ampoule, n° 2, d’eau distillée & pH 7 de 0,25 ml. (diluant 
pour Vantigéne de ampoule n° 1). 

Une ampoule, n° 3, d'eau physiologique & pH 7 de 0,25 ml. 
(ampoule témoin). 


Move b’EMPLOI. 

L’épreuve comprend deux injections. 

Les ampoules n°* 1 et 2 sont ouvertes aseptiquement ; le contenu 
de ampoule n° 2 (eau distillée) est introduit avec une seringue 
stérile de 1 ml, montée sur une aiguille stérile, dans ’ampoule n° 1 
(antigéne). On réalise, ainsi, un antigéne a 1 p. 500 [1 partie de 
vers secs (6,5 parties de vers frais) pour 500 parties d’E. P.]. 
L’antigéne dissous est repris avec une seringue pour injections 
intradermiques, graduée au centiéme de millilitre (seringue dite a 
tuberculine), stérile ; une aiguille 4 injection intradermique, stérile, 
est montée sur la seringue. 


(1) La lyophilisation des antigénes parasitaires, distribués en 
ampoules, au sujet de laquelle J. Coudert (Antigénes lyophilisés en 
parasitologie, Presse méd, 1955, 63, 1080) a fait une bonne mise au 
point, assure une conservation du pouvoir antigénique pendant une 
durée d’un an, au moins. 
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On injecte, sous le derme de la région deltoidienne ou de la 
face antérieure de l’avant-bras, 1/10 a 1/4 de ml de la solution 
antigénique de maniére a obtenir une petite boule d’cedéme de 
la grosseur d’une lentille, environ (5 4 6 mm de diamétre). 

Un témoin (ampoule n° 3) sera injecté, de Ja méme maniére que 
Vantigéne, a Vautre bras. 

La réaction positive a l’antigéne est, en général, du type pré- 
coce (cing minutes a deux heures), elle apparait, le plus souvent, 
au point d’injection, entre dix minutes et une demi-heure ; elle 
consiste en un placard ortié circulaire 4 contours polycycliques 
de 0,6 4 3 cm de diamétre, entouré d’une auréole érythémateuse. 

Le placard ortié et l’érythéme peuvent disparaitre en une a 
quatre heures, mais une infiltration de la peau peut persister 
pendant six heures a vingt-quatre heures. 

Dans certains cas, et, notamment, dans l’hydatidose (antigéne 
hydatique), la réaction peut étre tardive (six a trente-six heures) 
et atypique (tache érythémateuse). 

Chez les personnes sensibles a diverses protéines, on peut 
observer de fausses réactions se bornant a un petit placard ortié 
s’effacant en quelques minutes. 

L’injection témoin permet, par comparaison, de se rendre 
compte si la réaction est réellement positive a l’antigéne ou sim- 
plement en rapport avec le véhicule de celui-ci. 

La réaction pour un antigéne donné est une réaction de groupe, 
indiquant une helminthiase actuelle ou récemment guérie (asca- 
ridiose, bilharziose, distomatose, par exemple), mais non l’espéce 
parasite en cause (Schistosoma mansoni ou S. haematobium dans 
la bilharziose, par exemple). 


B. ANTIGENES POUR REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 
ET POUR REACTION D’ AGGLUTINATION. 


PRESENTATION. 

Boite conditionnée contenant deux ampoules. 

Une ampoule n° 1, d’antigéne stabilisé, lyophilisé, dont le 
contenu correspond a 0,0260 de vers frais. 

Une ampoule, n° 2, de 2 ml d’eau bi-distillée stérile. 


MobeE p’EMPLOI. 


Les ampoules n°* J et 2 sont ouvertes aseptiquement ; le contenu 
de l’ampoule n° 2 est transféré avec une seringue et une aiguille 
stériles, dans l’ampoule n° 1, dont le contenu se dissout : on 
réalise ainsi un volume de 2 ml d’antigéne a 1 p. 500 {1 partie 
de vers secs (6,5 parties de vers frais) pour 500 parties d’eau 
bi-distillée], valable pour une réaction, ne nécessitant. d’autre 
part, que 0,6 ml de sérum du malade. 
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Technique de réaction de fixation du complément 
avec les antigénes parasitaires de l'Institut Pasteur. 


La technique de 1’Institut Pasteur est inspirée de la méthode 
générale de Kolmer. Elle est caractérisée par : 

1° L’emploi d’une faible quantité de sérum, puisqu’elle ne 
nécessite que 0,6 ml de sérum du malade pour une épreuve. Ce 
sérum est inactivé, pendant une demi-heure, a 56° avant l’utilisa- 
tion. 

2° L’emploi d’une faible quantité d’hématies de moutons. 

3° L’utilisation de 2 unités seulement de complément, ce dernier 
étant, lui-méme, titré en présence de 2 unités d’hémolysine. 

4° Une fixation du complément a 37° pendant une heure. 

Economique, facile 4 exécuter, cette technique permet un dosage 
quantitatif précis. On peut, avec cet équipement, a condition 
d’utiliser le méme anligéne pour chaque opération, suivre 1]’évo- 
lution, dans le temps, d’une parasitose. 

Les réactifs utilisés dans l’épreuve sont : 

a) Antigéne parasiltaire pour R. F.C., 1 ampoule de 2 ml. 

b) Complément sec lyophilisé. 

c) Sérum hémolytique. 

d) Globules rouges de mouton. 

Ces divers réactifs peuvent étre délivrés par l'Institut Pasteur 
(Lab. Pasteur). 

La technique de l’épreuve comprend trois opérations 

1° Inactivation du sérum a examiner par chauffage au bain- 
marie a 56°, pendant une demi-heure. 

2° Titrage du complément (tableau I). 


3° Réaction. 
TasLeau I. 


Complément 41/100] 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 
Eau physiologique .| 0,40 0,35 0,30 0,25 0,20 0,15 0,10 0,05 0 
PAMTIS He lesen - (ojfiw “Oeil OI ORY Conn “Cone ols OKIE AO), Tt 
1 heure dans un bain-marie a 37° | 
Sérum hémolytique 


| 

st 4 ay Al Welohomma sora’ GyEt| 6,1. 0,1. 0,5 0,1 .0,1- 0,1 “eo, 0,1 

2 | 

Globules rouges a | 
Ze {yn LOO scien + Ono - “Oper Oar OMI Chg} (Opin “Oty Cha Ga || 


t heure dans un bain-marie a 37° 


Dilution du complé- 
ment a utiliser pour 
a voir 2 unités dans 
Oy Ant ameter erstatel es 1/200 1/133 1/100 1/80 1/66 1/57 1/50 1/44 1/40 


TasLyeAu II. 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


|| ; - jae 
lilies | HOt How 
aad ae ay Me or oe) 
| —— 
| Ve) 
NS | ° a et 
| Wren a: sakiaer ° 
| | 2hrO "STOO ° 
| Sok 
Hoo + HoH 
a faa oe i an 
Vee 0000 oO 
| | 
| a. pions ta = 
(gee | wD 
Dr ee eg oa 
Koon (Koy ure) (ome) 
ah 
ac + Hx 
‘ 6000 oO 
1 
— ° PS i Hoe 
| noo ° °° 
Pa. 
or os He 
SS 0000 oO 
° 
™ 
w foe) 
“oA ° Sees 
+0 O7O,0 g 0:0 
a A 
HW * 
On b> cae HH 
Ge) Cae ~ 5 - os 
On0 10 nO ECnS 
| : = 
1a a) 
~ ° AGS poets 
| ee OO: OF CL One 
| own a 
| | Or be HoH 
ie Se blige ee | et 
| oO. 0 © 6 ome) 
| | v 
= —_o 
| va 5 
es ° Rt So HH 
BC ORCS CaS sc 
orate) 
Oo # So oe HoH 
i 2.6 6 6 loo) 
: eee ene Re ame 
| Se ee a oe 6 
| pe ae ecg ht GAS 
| Lc iehh cuales : A 
| tn <o? m, ve 
a Et oS 
ee ae do, eee 
fe S, ee ne 
ee, EP 1 
au LOR Pg Ral ieee as 
pecs qe <4 
| e wel eae mg 
= 
EO RIN. aS e 
his We Mie vo 
SO) OS Bite xu 
= en io) RS 
os =“ > yn 
Ee Eo 
eR OS On 
3a 4 ole} 
mB Oo BO 
igs ea ols eae Arlee 
[SS ON pie Cin 
A oo hog heat) 
iA aie cl 
gy a 83 
- 
eo ee pe 
R As HO 
0) fo) om 
oOo qho nO 


1 heure dans un bain-marie 4 37° 


Dans 6 tubes de Kahn 
(f, 27 3,°49,.0); on pre- 
pare a partir du sérum pur 
(tube 1) 5 dilutions en pro- 
gression géométrique de 
raison 1/2, soit : sérum 
pur ; 1/2; 1/4; 1/8; 1/16; 
1/32. Des tubes témoins 
sérum, 1-2 sic th oe oe 
et un tube témoin anti- 
gene, T, sont établis sui- 
vant les dispositions ci- 
aprés (tableau II). 


Les quantités inscrites 
dans les tableaux sont 
exprimées en ml : 0,05 ml 
I goutte. 

Au bain-marie a 37° (ta- 
bleau II), la premiére lec- 
ture, indicative, sera faite 
dix minutes aprés la lyse 
des témoins ; la deuxiéme 
lecture, définitive, aprés 
une heure de bain-marie. 

Les tubes témoins sérum 
Li .2 8 45D ).6> bane 
lysent (si Je sérum n’est 
pas anticomplémentaire). 


Les tubes d’épreuve 1, 
2, 3, 4, 5, 6 hémolysent si 
la réaction est négative, et 
mw hémolysent pas, dans les 
limites indiquant la ri- 
chesse du sérum en anti- 
corps, si la réaction est 
positive, 


La richesse en anticorps 
est d’autant plus élevée 
que le défaut d’hémo- 
lyse s’observe jusqu’aux 
dilutions les plus élevées, 
1/32 par exemple. 
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Réactions dagglutination. 


Les antigénes de l'Institut Pasteur, peuvent aussi ¢tre utilisés 
pour pratiquer des réactions d’agglutination. 


Nous rappellerons briévement le principe de celles-ci : il s’agit 
de fixer lantigéne soluble sur un support insoluble pouvant per- 
mettre la réaction d’agglutination. 


Ce support peut étre fourni par des particules inertes de natures 
trés différentes : hématies tannées, particules de cholestérol, col- 
lodion, bentonite, polystyréne. De telles particules (une fois pré- 
parées) sont sensibilisées par l’antigéne choisi par simple contact. 


On pratique, aprés titrage de ce nouvel antigéne, une réaction 
classique d’agglutination. 


Ces méthodes, qui ont tendance a étre de plus en plus utilisées, 
sont cependant encore réservées a des laboratoires spécialisés ; 
elles demandent, en effet, des manipulations longues et comph- 
quées pour la préparation des particules sensibilisées. 


C. CoNSERVATION DES ANTIGENES. 


Les antigénes doivent étre, de préférence, conservés entre 0 
et 4° C; leur durée d’utilisation est, dans ces conditions, de dix- 
huit mois ; 4 — 15°, elle peut atteindre deux ans. Entre + 15° 
et + 30°C, la durée de conservation est encore d’un an, ce qui 
permet l’expédition et le stockage de ce matériel dans les régions 
chaudes et tropicales du globe. 


D. CHRONOLOGIE DE L’ EMPLOI DES REACTIONS. 


Il est recommandé de faire, autant que possible, la réaction de 
fixation du complément avant la réaction d’hypersensibilité cuta- 
née. Si la réaction de fixation du complément était faite quelques 
jours aprés la réaction d’hypersensibilité cutanée, on pourrait 
s’exposer A trouver une réaction de fixation du complément 
positive chez un sujet non distomien, du fait de la présence, chez 
le sujet prospecté, d’anticorps développés par V’antigéne intro- 
duit sous la peau. Apres une réaction d’hypersensibilité cutanée 
trouvée négative chez un malade, il faut attendre quinze jours 
au moins, avant de pratiquer une réaction de fixation du com- 
plément de contrdle, ou une nouvelle réaction d’hypersensibilité 
cutanée. 
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DOCUMENTATION PARTICULIERE A CHAQUE ANTIGENE 


ANTIGENE DISTOMIEN. 


La matiére premiére de cet antigéne est constituée par des 
exemplaires de Fasciola hepatica, récoltés, vivants, dans les voles 
biliaires de foies de bovins et d’ovins, prélevés aux abattoirs. 

Ces vers, aprés lavages appropriés (voir ci-dessus), sont conge- 
lés encore vivants a 15°. 

Les réponses positives, dans les cas de distomatose, s’obser- 
vent avec cet antigéne dans 70 4 90 p. 100 des cas ; les réponses 
positives sont sensiblement plus nombreuses avec la réaction de 
fixation du complément qu’avee Ja réaction d’hypersensibilité 
cutanée. 


Les bilharzioses, la syphilis évolutive et certaines dermatoses 
(dermatites bulleuses) peuvent donner de fausses réactions posi- 
tives avec l’antigéne distomien ; il pourrait en étre de méme dans 
certains cas d’hydatidose et de cirrhose. 


ANTIGENE HYDATIQUE. 


L’antigéne hydatique de l'Institut Pasteur est préparé a partir 
de broyats de membranes hydatiques prélevées 4 partir de kystes 
porcins ou humains. 


Le pouvoir antigénique des broyats de membranes et des parois 
kystiques se révéle, a l’expérience, meilleur que celui du liquide 
hydatique. 

Les produits issus des hydatides d’ovins et de bovins sont 


sensiblement moins antigéniques que ceux provenant des porcins 
ou de homme. 


Le contenu des ampoules d’antigéne est un lyophilisat cor- 
respondant 4 2 ml (antigéne pour réaction de fixation du com- 
plément) ou & 0,25 ml (antigéne pour réaction d’hypersensibilité 
cutanée) d’extrait a 1 p. 500. 

La réaction d’hypersensibilité cutanée (réaction de Casoni) est 
souvent du type tardif (quatre a trente-six heures) ; elle consiste 
alors dans une infiltration érythémateuse (8 a 6 cm) persistante 


de la peau. Les réponses positives s’observent dans 80 a 90 p. 
100 des cas. 


Les kystes hydatiques, morts ou non perméables, ne donnent 
pas de réactions positives a l’antigéne. 
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ANTIGENE BILHARZIEN. 


Cet antigéne est préparé soit avec des vers adultes, soit avec 
des cercaires de Schistosoma mansoni congelés, vivants a — 15° ; 
cet approvisionnement est constitué 4 partir de hamsters présen- 
tant une bilharziose expérimentale, pour les vers adultes, ou a 
partir de Planorbes (Australorbis glabratus) contaminés, pour les 
cercaires. 


Les réponses positives s’observent dans 90 p. 100, environ des 
cas de bilharzioses. 


L’antigéne distomien donne, comme l’antigéne bilharzien, mais 
avec une moins grande fréquence, une réaction de fixation du 
complément ou une réaction d’hypersensibilité cutanée chez les 
sujets bilharziens ; il peut donc, a défaut d’antigéne bilharzien, 
étre utilisé. Cependant, l’antigéne distomien est un peu moins 
sensible et moins spécifique que l’antigéne bilharzien (réponses 
positives dans 80 p. 100, au lieu de 90 p. 100 des cas). 


Les sujets distomiens et les syphilitiques en évolution peuvent 
donner de fausses réactions positives a l’antigéne bilharzien. 


L’antigéne bilharzien est indicatif d’une bilharziose (S. man- 
soni, S. haematobium, S. japonicum), mais n’indique pas spéci- 
fiquement le schistosome en cause. 


ANTIGENE FILARIEN. 


Ce sont des vers adultes de Dirofilaria immitis, filaires extraites 
du cceur de chiens filariens, qui servent a la préparation de cet 
antigéne ; cependant, 11 peut étre procuré, sur demande, des anti- 
genes préparés a partir d’Onchocerca volvulus et de Dracunculus 
medinensis, la filaire de Médine. 


Pour la préparation de l’antigéne filarien, ces vers sont congelés 
vivants 4 — 15°. 

Les réponses positives dans les filarioses 4 Wuchereria ban- 
crofti et a Loa loa sont habituellement de 80 p. 100 ; dans |’oncho- 
cercose, elles ne dépassent pas 60 p. 100, en raison de l’inclusion 
des parasites dans les nodules fibreux. 

Une extraction antigénique par lalcool-acétone actuellement 
étudiée semble de nature a améliorer encore la sensibilité de 
Vantigéne filarien. 

L’antigéne filarien est un antigéne de groupe et ne donne, par 
conséquent, que des réactions de groupe, indicatives d’une fila- 
riose, mais ne permettant pas de spécifier si l’agent étiologique 
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est Wuchereria bancrofti, Loa loa ou Onchocerca volvulus ; il 
peut donner des réactions faiblement positives dans certains cas 
d’infestations massives, par l’ankylose, la trichine et, peut-étre, 
Vascaris. 


ANTIGENE TRICHINIEN. 


Cet antigéne est préparé a partir de muscles de rats infestés 
par des larves enkystées de Trichinella spiralis ; le tissu muscu- 
laire est éliminé par une digestion peptique (pepsine, 1 partie ; 
Cl1H, 2 parties ; eau distillée, 998 parties) n’altérant pas les larves. 
Pour obtenir ce résultat, on fait macérer, a 37° C, pendant douze 
a vingt-quatre heures, 1 partie de muscles parasités dans 20 par- 
ties de solution chlorhydropeptique. Les éléments parasitaires 
sont ensuite pesés, congelés 4 — 15° et traités. 

Le pourcentage des réponses positives dans la trichinose avec 
cet antigéne atteint 85 a 90 p. 100. 


ANTIGENE ASCARIDIEN. 


L’antigéne ascaridien est préparé a partir d’exemplaires vivants, 
congelés a — 15°, puis broyés et traités, d’Ascaris lumbricoides 
de homme ou d’Ascaris megalocephala du cheval. Il est préfé- 
rable de Vutiliser en réaction de fixation du complément plutdt 
qu’en réaction d’hypersensibilité cutanée, car il est localement 
trés irritant et peut, chez les sujets sensibles (femmes, enfants) 
provoquer un choc anaphylactique. L’intérét de son emploi se 
limite pratiquement au diagnostic biologique pendant la période 
prépatente de l’ascaridiose, avant l’apparition des ceufs (syndrome 
de Loeffler, états toxi-infectieux abdominaux). 

Cet antigéne peut donner de fausses réactions positives dans 
les filarioses, la trichinose et l’ankylostomose. 


RESUME ET CONCLUSIONS 


Dans l’éventail, qui va s’élargissant, des réactions immunolo- 
giques actuellement connues (réactions de fixation du complément, 
réactions d’hypersensibilité cutanée, réactions de floculation, 
réactions d’agglutination, réactions d’inhibition et d’immobilisa- 
tion) pouvant étre utilisées pour le diagnostic indirect des infes- 
tations par les principaux helminthes parasites, la réaction de 
fixation du complément et la réaction d’hypersensibilité cutanée 
apparaissent comme 4 la fois les plus sdres et les plus facilement 
réalisables dans les laboratoires de biologie clinique. 
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Le diagnostic biologique des parasitoses, s’il n’a pas le carac- 
tere de certitude du diagnostic parasitologique (constatation du 
parasite dans les produits pathologiques), peut donner néanmoins 
une quasi-certitude a des taux appropriés ; il est, en outre, seul 
utilisable, en confrontation avec les signes cliniques ou radiolo- 
giques, dans certaines infestations (trichinose, hydatidose) ou a des 
stades d’infestation correspondant 4 une période particuliérement 
favorable a un acte thérapeutique (distomatoses, bilharzioses, fila- 
rioses, ascaridiose). 

Pour obtenir la plus grande sécurité diagnostique et pour éli- 
miner la plupart des fausses réactions positives, il faut disposer 
d’antigénes dont l’intégrité biochimique est respectée au maximum. 
Tel est le cas des antigénes stabilisés de l'Institut Pasteur (lyo- 
philisats parasitaires de l’Institut Pasteur) : distomien, hydatique. 
bilharzien, filarien, trichinien et ascaridien, qui sont les plus 
utilisés en pratique médicale. Nous donnons, ici, les méthodes de 
préparation et les techniques d’application de ces antigénes qui, 
préparés a basse température (— 15° a + 4°) et conservés a |’état 
de lyophilisats, offrent le maximum pratique de sensibilité et de 
spécificité. 


SUMMARY 


ROUTINE BIOLOGICAL DIAGNOSIS OF HELMINTHIASIS BY MEANS 
OF STABILIZED PARATITIC ANTIGENS. 


Among the immunological reactions known to-day (complement 
fixation, skin sensitization, flocculation, agglutination, inhibition, 
immobilization), which may be used for the indirect diagnostic 
of helminth infestations, the complement fixation and the skin 
sensitivity tests are at the same time the most accurate and the 
easiest to carry out in a laboratory of clinical biology. 

The biological diagnostic of parasitosis has not the accuracy 
of the parasitological one (demonstration of the parasite in the 
pathological material). However, it may be quite as reliable if 
convenient titers are used. Moreover, it is the only one available 
(combined with the study of clinical and radiological symptoms) 
in certain infestations (trichinosis, hydatosis), or in infestation 
stages corresponding to a particularly favourable therapeutic 
action (distomatosis, bilharziosis, filariosis, ascaridiosis). 

To obtain the greatest diagnostic accuracy and to eliminate 
most of the false positive reactions, it is necessary to possess 
antigens the biochemical integrity of which is highest. Such is 
the case with the stabilized antigens of the Pasteur Institute (para- 
sitic lyophilisates of the Pasteur Institute) : distomatosis, hydatic 
cyst, bilharziosis, filariosis, trichinosis and ascaridiosis. These 
antigens are the most frequently used in medical practice. ‘The 
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technique of preparation and routine use of these antigens which, 
when prepared at low temperature (— 15° to + 4° C) and pre- 
served lyophilized possess the best sensitivity and specificity, are 


described. 
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Se ee 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°) 


Séance du 5 octobre 1961. 


Présidence de M. Robert Fasquette. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. A.-R. Prévot : J’ai l’*honneur de présenter A la Société Frangaise 
de Microbiologie le Traité de Systématique Bactérienne (1) que je viens’ 
de publier. C’est l’aboutissement des études de Systématique que 
jai commencées en 1924 et que j’ai poursuivies sans interruption 
depuis cette époque. Ce traité avait été commencé pour établir un 
systeme de classification des Anaérobies, systéme paru en 1940, réédité 
ensuite en 1948 et en 1957. A la demande de nombreux bactériolo- 
gistes, j’ai essayé, par la suite, d’intégrer ce systéme restreint dans 
un systéme général de toutes les bactéries. 

Ce traité comporte 2 tomes. Dans le premier, sont étudiés les carac- 
téres cytologiques et physiologiques qui sont ou doivent étre utilisés 
en vue de leur classification : 


I. — Le cytoplasme et ses inclusions ; l’appareil nucléaire, les enve- 
loppes ; les organites facultatifs (spores et cils). 

II. — Respiration ; nutrition ; croissance ; métabolisme ; reproduc- 
tion ; génétique. 

IJ. — Recherches des affinités entre les bactéries et définition des 
groupes naturels. 

IV. — Problémes généraux de systématique : notion d’espéce bacté- 


rienne ; exposé de quelques problémes particuliers ; définition des 
groupes bactériens. 


Chagque chapitre de ce tome est suivi de sa bibliographie. 

Le second tome est ]’exposé des groupes bactériens Eubacteria, Myco- 
bacteria, Algobacteria, Protozoobacteria, subdivisés en classes, ordres, 
familles, genres et espéces. 

Ce traité s’adresse non seulement aux bactériologistes intéressés 
par la classification des bactéries, mais aussi aux naturalistes, aux bio- 
chimistes qui ont pris le domaine bactérien comme champ de recher- 
ches, de méme gqu’aux ingénieurs des industries de fermentation. 


(1) Traité de Systématique Bactérienne. Dunod édit., Paris 1961, tome I : 
472 pages, tome II : 772 pages. 
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COMMUNICATIONS 


ESSAI DE LYSOTYPIE 
DES CORYNEBACTERIUM ANAEROBIES 


par A.-R. PREVOT et H. THOUVENOT. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies) 


INTRODUCTION. 


Dans sa thése sur les corynébactéries anaérobies, J. Mandin [4], en 
1956, relate le fait que la souche 1452 de C. parvum a présenté sponta- 
nément au cours des repiquages un phénoméne de lyse transmissible. 
Ce phénoméne a été étudié par Prévot, Mandin, Giuntini et Thou- 
venot [2] en 1956 et ces auteurs ont montré qu’il s’agissait d’un bac- 
tériophage de morphologie classique. Aprés concentration il a pu étre 
photographié en électronique ; de plus, il est actif sur d’autres souches 
de C. parvum que la souche 1452, et par passage sur les souches sen- 
sibles, on peut exalter son activité. Par la suite Prévot et Thouvenot [3] 
ont montré (1959) qu’il était également actif sur des espéces autres 
que C. parvum : C. anaerobium, C. diphteroides, C. granulosum, mais 
qu'il était inactif sur les genres voisins : Ramibacterium, Propionibac- 
terium, Actinobacterium et Bifidobacterium. 


RECHERCHES PERSONNELLES ULTERIEURES. 


Depuis ces premiéres recherches sur le phage 1452 actif sur les 
Corynebacterium anaérobies, nous avons tenté de trouver d’autres 
phages lysant ces germes. Nous les avons d’abord cherchés dans ]’eau 
de Seine, puis dans les eaux d’égout et cela sams succés. 

Par contre, en faisant agir sur des souches de Corynebacterium 
anaérobies sensibles au phage 1452, des filtrats de culture de souches 
qui s’étaient montrées résistantes 4 ce phage, nous avons observé que 
5 souches se montraient spontanément lysogénes, alors que de nom- 
breuses tentatives d’induction par U.V., eau oxygénée, bacitracine, 
toxine botulique, étaient restées infructueuses. 


Voici la chronologie d’apparition de nos nouvelles souches de phage : 


En juin 1959, C. anaerobium # 1462 révéle son phage actif par une 


seule plage de lyse dans une culture en gélose profonde de C. lique- 
faciens # 2062. 
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En janvier 1960, C. granulosum # 1453 révéle un phage trés actif : 
I goutte de filtrat de cette souche produit de nombreuses plages de 
lyse dans une culture en gélose profonde de C. parvum # 936 B. 


En février 1960, C. liquefaciens # 889 révéle un phage actif dans 
une culture vieillie treize jours & température ordinaire puis filtrée 
aprés conservation & 4° pendant six semaines. 

En octobre 1960, C. acnes # P606 révele un phage actif dans une 
souche cultivée en eau de condensation d’une gélose inclinée puis 
incubée 4 37° en bouillon VF pendant vingt-quatre heures. 

En octobre 1960, C. anaerobium # 1899 cultivé en bouillon VF glu- 
cosé anaérobie pendant vingt-quatre heures est filtré. Dans son filtrat 
apparait un phage actif. 


SfroLtocie. — En vue d’une étude sérologique différentielle de ces 
phages, nous avons préparé quatre sérums anti-phages 1452, 1462, 1453 
et 889. Le tableau I montre leurs titres neutralisants minima. 


TasLteau I. — Neutralisation croisée des bactériophages 
par les sérums anti-phages. 


Sérum | ¢ 1452 # 1462 # 1453 # 889 4 P606 # 1399 

Il =1452 I/ 1000 ee 1/500 I/100 I/ 1000 I/500 
| 1462 I/100 I/I000 1/500 1/500 I/500 I/ 1000 
1453 1/200 ee I/ 1000 I/200 1/200 1/200 
889 I/4000 1/200 1/500 I [5000 1/2000 I/ 1000 


Il existe donc une communauté antigénique entre ces 6 phages, 
mais chacun d’eux a une sensibilité-différente vis-a-vis des sérums anti- 
phages. Signalons que ces phages sont insensibles au sérum frais de 
lapin. Signalons également que la souche 936B de C. parvum est 
lysée par les 6 phages aux températures de 26°, 37° et 41° indiffé- 
remment. 


THERMORESISTANCE. — L’étude de leur thermorésistance montre qu’il 
s’agit de phages différents. En effet : 

Le phage 1452 résiste dix minutes a 70°. 

Le phage 1462 ne résiste que cinq minutes a 70°. 

Le phage 1399 résiste vingt minutes a 70°. 

Le phage 1453 résiste vingt-cing minutes a 70°. 

Le phage 889 résiste dix minutes a 80°. 

Le phage P606 résiste vingt-cing minutes 4 80°. 

D’aprés les expériences de E. Wollman, assignant aux phages une 
taille d’autant plus grande qu’ils sont plus thermorésistants, le 
phage 1462 serait le plus petit, et le phage P606 le plus grand. 
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ViruLence. — Ces six phages ont en commun leur caractere tem- 
péré. Ils donnent tous lieu, aprés la lyse de la souche 936B de C. parvum, 
4 des cultures secondaires lysogénes et résistantes 4 l’un quelconque 
de ces phages. 


Ils atteignent tous des titres 4 peu prés équivalents variant autour 
de 10° plages de lyse par millilitre de suspension, titres calculés pour 
les conditions optima de l’expérience, déterminées par : 

a) L’Age de la souche indicatrice ; 

b) Le temps d’incubation ; 

c) Le temps de lyse ; 

d) L’anaérobiose ; 

e) La quantité de facteur de croissance mis en ceuvre. 


La meilleure technique est de mettre en contact, dans des géloses 
profondes VF désaérées, 0,25 ml d’une culture de vingt-quatre heures 
de la souche reproductrice obtenue en bouillon VF glucosé, désaéré, 
additionné de sérum inactivé, et I goutte d’une suspension contenant 
environ 50 phages actifs. Aprés vingt-quatre heures de séjour 4 37°, 
on reprend la culture lysée ainsi obtenue ; on la met dans un tube 
contenant 30 ml de bouillon VF non désaéré et on la laisse vingt- 
quatre heures 4 37° ; on centrifuge et on filtre. 

Disons ici que nous avons cherché si nos phages anti-corynébactéries 
anaérobies étaient susceptibles de lyser des souches de Corynebacterium 
diphtheriae. Nous avons fait agir les phages 1452 et 1462, sur 11 souches 
de la collection du D*® Thibault étalées en boites de Petri sur gélose 
non glucosée. Nous n’avons observé aucune plage de lyse. 


Lysorypiz. — Cette premiére étape en vue de 1]’élaboration d’une lyso- 
typie des Corynebacterium anaérobies a été réalisée en faisant agir 
chacun des 6 phages ci-dessus étudiés sur les 212 souches de Coryne- 
bacterium anaérobies de la Collection du Service des Anaérobies. Les 
résultats de cette confrontation sont exprimés dans le tableau II. 


Il ressort de ce tableau que : : 


1° Plus de 55 p. 100 des souches sont sensibles aux 6 phages ; 


2° 15 p. 100 des souches sont résistantes (si l’on excepte les 4 souches 
lysogénes) ; 


3° 15 p. 100 des souches sont résistantes aux 3 premiers phages et 
sepsibles aux 3 autres ; 
4° Les 15 p. 100 restant sont partagés en 8 lysotypes représentés 


chacun par un trés petit nombre de souches, voire méme par une 
seule souche. 


Au total, nos 212 souches se répartissent en 11 lysotypes. 

Nous réservons pour une publication ultérieure, dont le travail expé- 
rimental est en cours et durera encore longtemps, l’introduction dans 
la lysotypie de phages adaptés aux souches peu sensibles. Ce travail 
montrera si ces phages adaptés parviennent 4 lyser des souches jus- 
qu'ici résistantes et au cas ow la résistance de celles-ci serait confirmée, 
nous chercherons a savoir si elle n’est pas due A un état lysogénique 
non révélé chez les bactéries en question. 
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Tasieavu II, 
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REsUME ET CONCLUSION. 

I. — Cing nouveaux phages sont apparus spontanément dans les 


filtrats de cultures de Corynebacterium anaérobies qui, jusqu’ici, 
s’étaient montrés résistants au phage 1452 étudié antérieurement, ce 
qui porte 4 6 le nombre de phages actifs contre ce groupe de bac- 
téries anaérobies. 


Il. — Ces 6 phages ont une communauté antigénique et des thermo- 
résistances différentes faisant supposer des tailles différentes. Ils sont 
tous du caractére tempéré. Ils sont inactifs sur C. diphtheriae. 


Iii. — Ils nous ont permis d’établir la premiére étape de la lyso- 
typie des Corynebacterium anaérobies en mettant en évidence, parmi 
les 212 souches de notre collection, 11 lysotypes dont le premier 
comprend 55 p. 100 des souches. 


SUMMARY 


STUDIES ON PHAGE-TYPING OF ANAEROBIC CORYNEBACTERIA. 


I. Five new phages spontaneously appeared in culture filtrates of 
anaerobic Corynebacteria which sofar were resistant to phage 1452 
previously studied. There are therefore six phages active against these 
anaerobic bacteria. 
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Il. There exists an antigenic relationship between these six phages, 
but their thermo-resistance is different, and this fact suggests that 
their sizes are also different. All of them are temperate phages. They 
are inactive against C. diphtheriae. 


Ill. By means of these phages the authors demonstrate the first 
step of phage-typing in anaerobic Corynebacteria : among the 212 
strains of their collection, they isolate 11 phage-types, the first of 
which comprising 55 % of the strains. 
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FERMENTATIONS SUCREES 
CHEZ LES SHIGELLA DES GROUPES A ET C 


par Danielle PIECHAUD et Szymona SZTURM-RUBINSTEN 
(avec la collaboration technique de Danielle DEBIAIS) 


Unstitut Pasteur, Laboratoire de Microbie Générale) 


De plus en plus, l’importance des caractéres morphologiques et bio- 
chimiques, pour la séparation des familles et des genres, apparait 
comme primordiale, On sait, en effet, avec quelle fréquence des parentés 
sérologiques étroites existent entre des germes aussi éloignés que 
Salmonella typhi et Pasteurella pseudotuberculosis par exemple. Il 
semble, au contraire, qu’on puisse toujours accorder une grande 
confiance aux critéres morphologiques qui ont permis, par exemple, 
de regrouper les différentes Morazella [6] et de les séparer des Neits- 
seria d’une part, des Entérobactéries d’autre part. Il en est de méme 
des critéres biochimiques comme ceux des Entérobactéries qui ont fait 
inclure les Serratia dans cette famille par le Comité International de 
Nomenclature [2] et qui tendent aussi & faire inclure des genres 
comme les Hrwinia dans cette méme famille, ou méme A les suppri- 
mer [4], Si donc ce sont les caractéres morphologiques et biochimiques 
qui permettent presque seuls de classer un germe dans une famille 
ou dans un genre, il n’en va pas toujours de méme sur le plan des 
espeéces, qui bien souvent, 4 l’heure actuelle, ne sont plus définies : 
c’est ainsi que le Comité International de Nomenclature [8] ne dis- 
tingue plus d’espéces chez les Salmonella ou les Shigella, mais des 
types. 
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Les réactions biochimiques du groupe Shigella sont un ensemble 
de caractéres sur lesquels nous ne reviendrons pas, car ils sont connus 
de tous. Il faut cependant remarquer que tous ces caractéres ne sont 
pas recherchés par beaucoup de bactériologistes. C’est le cas de la 
réduction des nitrates et d’un certain nombre de réactions comme le 
test des oxydases ou l’utilisation du citrate en milieu de Christensen 
qui, pourtant, sont souvent de précieux guides pour l’orientation d’un 
diagnostic. 

Une fois le germe classé parmi les Shigella du groupe A ou du 
groupe C, on peut compléter l’étude par les caractéres sérologiques. 
Ces critéres & l’intérieur du groupe prennent alors toute leur valeur, 
permettant de séparer des sérotypes qui constituent dans une certaine 
mesure des équivalents des espéces. 


En 1955, Edwards et Ewing [4] donnent un tableau des caractéres 
biochimiques pour les divers sérotypes de Shigella acceptés A cette 
époque par la Commission de Nomenclature, et un petit tableau com- 
plémentaire pour les types sub judice, dont certains ont pris rang 
dans la classification internationale. 


I] apparait tout de suite que, pour le sous-groupe B (Flexner), la 
plupart des fermentations sucrées n’apportent aucun élément de dia- 
gnostic : d’une part, elles sont semblables A celles de Sh. boydii 
(groupe C) que l’on sépare de Sh. flexneri a cause de l’absence d’anti- 
genes de groupe, d’autre part, entre 6 types du groupe B, les diffé- 
rences sont une question de fréquence, les réponses étant variables 
d’une souche a l’autre dans un type donné. 


Dans le cas des groupes A et C, les tableaux d’Edwards et Ewing 
montrent au contraire que, sans qu’on puisse aller jusqu’a individua- 
liser tous les biotypes correspondant aux sérotypes, il existe, cependant, 
certains caractéres biochimiques liés aux caractéres sérologiques. Nous 
avons utilisé ces notions pour un tableau dichotomique en 1958 [5]. 


Dans les derniéres années nous avons rencontré fréquemment des 
souches qui se montraient aberrantes et, depuis janvier 1961, nous 
avons étudié systématiquement les fermentations sucrées des souches 
des groupes A et C qui ont été envoyées au Centre National des Shigella 
par nos différents correspondants. Leur origine est assez variée, encore 
que depuis janvier 1961, le plus grand nombre de souches re¢ues pro- 
vienne du laboratoire du D* Pfister 4 Dakar. Aussi ne signalerons-nous 
pour chaque sérotype que l’origine des souches qui n’ont pas été iso- 
lées 4 Dakar. 


GROUPE A. 


— Sh. dysenteriae 1 : 2 souches ; 

— Sh. dysenteriae 2 : 11 souches ; 1 de Bagdad, 1 de Béne et 1 de 
Saigon ; 

— Sh. dysenteriae 3 : 11 souches ; 2 de Béne ; 

— Sh. dysenteriae 4 : 4 souches; 1 de Bagdad ; 

— Sh. dysenteriae 6 : 7 souches ; 2 de Turquie, 1 de Bagdad ; 

— Sh. dysenteriae 7 : 3 souches ; 1 de Bagdad. 
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GROUPE C 


— Sh. boydii 1 : 12 souches ; 3 de Bagdad ; 

— Sh. boydii 2 : 11 souches ; 4 de Saigon, 1 de Bone, 1 de Tanger ; 

— Sh. boydii 3 : 6 souches ; 1 de Yaoundé ; 

— Sh. boydii 4 : 8 souches ; 1 de Béne, 1 de Tunis, 1 de Brazzaville ; 

— Sh, boydii 5 : 11 souches ; 

— Sh. boydii 8 : 3 souches ; 1 de Tunis ; 

— Sh. boydii 9 : 13 souches ; 

— Sh. boydii 10 : 6 souches ; 2 de Brazzaville, 1 de Bagdad ; 

— Sh. boydii 11 : 10 souches ; 1 de Saigon, 1 de Tanger, 1 de Brazza- 
ville. 


On voit que, sauf Sh. dysenteriae 1 (bacille de Shiga), Sh. boydii 
5 et 9 qui n’ont été isolés qu’A Dakar, nos souches viennent du bassin 
méditerranéen, mais aussi de l’Orient : Turquie, Bagdad ou Saigon, et 
d’Afrique : Yaoundé ou Brazzaville. Le nombre des souches est petit 
puisque de janvier a juillet nous n’avons étudié que 108 souches des 
groupes A et C réunis ; certains types ne sont pas représentés, ou en 
trop petit nombre pour fournir matiére a réflexion. Tel est le cas 
de Sh. dysenteriae 5 qui est, en effet, assez rare, et celui de Sh. dysen- 
teriae 8, qui est vraiment exceptionnelle, ainsi que Sh. boydii 6 ; nous 
n’avons pas non plus recu cette année Sh. boydii 7 qu’on rencontre 
pourtant plus fréquemment. 


SorBITOL 


Tasteau I. — Quelques caractéres biochimiques des Shigella. 
a a a | 
ee ante | : 
26 MALTOSE | 5 ARABINOSE | XYLOSE 8 
n 
= | 3) 
| 
| 
Sous-groupe A : | | ; 
Sh Gvs 2s. | TE | | | 
SY aS SHodma|| <a | joe 2a S(t) + 6 (I) 
Sh dgysna ea” 4 | | + 5 (1) 
Sh. dys. 6.... 7 |+7 4 10 (7)| +10 (1) 
Sh. AYSa 7s «a 3 | | 
Sous-groupe C : | 
She COvdeern Nene + 10 (I) | (+44 12 (6) | 
Sh. boyd. 2..| 11 Ey hie nai | +6a12 
Sh. boyd. 3..| 6|+7a10 | 200 16 
. boyd. 4.. 8}+4a1t +1 + 11 (1) 
« OOF. T See lat | ==1(5) 
. boyd. Io.. 6 | == (2) 
SPUOVA Ire.) LO — (9) —ou-+ 10. 
+ : positif. — : négatif. Les chiffres indiquent le ou les jours o& ont été observés les virages; 


les chiffres (), le nombre de souches ayant présenté le caractére. 
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Pour toutes ces souches, nous avons étudié, en dehors des caractéres 
sur lesquels se fonde le diagnostic de Shigella, la fermentation de : 
saccharose, maltose, rhamnose, arabinose, xylose, sorbitol et dulcitol. 


Nous avons résumé dans un tableau les données qui nous semblaient 
les plus éloignées de celles d’Ewards et Ewing ; il faut aussi souligner 
que, dans bien des cas ot: nous n’avons pas fourni de résultats, Edwards, 
comme nous, obtenait des réponses variables d’une souche 4a l’autre ; 
Videntité de caractéres n’a été compléte que pour Sh. boydii 9. 


On voit donc, qu’en multipliant les souches étudiées, on arrive 
a des résultats trés comparables par leur variété avec ceux obtenus 
avec les germes du groupe B, et nous considérons, qu’en dehors des 
caractéres biochimiques du groupe Shigella qui, eux, sont parfaitement 
fixes, un seul caractére a une grande valeur : il s’agit de la production 
d’indole. Nous pensons donc que la séparation en types dans le groupe 
des Shigella doit étre, comme pour les Salmonella, fondée uniquement 
sur les critéres antigéniques. Toutefois, l'utilisation du mannitol nous 
semble dans Ja pratique un caractére trés intéressant, orientant, s’il 
est négatif, vers les germes du groupe A, l’indole permettant alors de 
rapprocher Sh. dysenteriae 1, 3, 4, 5, 6, 9 et 10 (indole négatif) et 
Sh. dysenteriae 2, 7 et 8 (indole positif), par exemple dans le choix de 
sérums ou la mise au point de sérums polyvalents. Dans les groupes 
B et C la formation d’indole est aussi un caractére de base : Sh. 
flexneri 1 et 2 sont, d’aprés notre expérience, & peu prés toujours 
indole-négatifs si cette recherche est faite en vingt-quatre heures, dans 
les mémes conditions, Sh. flexneri 3, 4, 5 sont indole-positifs ; pour 
Sh. boydii, nous n’avons trouvé non plus aucune exception aux tableaux 
d’Edwards en ce qui concerne |’indole ; les sérotypes sont indole-néga- 
tifs sauf 5, 7, 9, 11, 18 et 15. 


En conciusion : L’étude de ces 108 souches de Shigella dysenteriae et 
boydii nous a montré la parfaite fixité des caractéres du groupe Shigella, 
l’importance de la production de l’indole et de ]’utilisation du mannitol ; 
en contraste, nous pensons que les caractéres biochimiques accessoires 
ne peuvent servir 4 identifier des biotypes correspondant aux sérotypes 
et que toute la valeur de ces caractéres est leur réle dans une étude 
épidémiologique. 


SUMMARY 


SUGAR FERMENTATIONS IN Shigella or THE A AND C GROUPS. 


Study of the biochemical properties of 108 strains of Shigella dysen- 
teriae and Sh. boydii. The authors think that the classification of the 
genus Shigella should be based upon biochemical properties. But for 
classification in A, B or C subgroups, serological properties only should 
be taken into account, because biochemical features are not characte- 
ristic for a type. These features are of course important for epidemiolo- 
gical studies. 
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PREPARATION DE SERUMS AGGLUTINANTS 
ANTI-FLEXNER MONOSPECIFIQUES 


par Szymona SZTURM-RUBINSTEN et Danielle PIECHAUD. 
(avec la collaboration technique de Danielle DEBIAIS). 


(C. N. R. S. et Institut Pasteur, Laboratoire de Microbie Générale) 


Les Shigella ne sont pas toutes de bons antigénes. Ce caractére différe 
selon les sérotypes. Shigella dysenteriae 1 et 2, Shigella flexneri et 
Shigella sonnei sont en général de bons antigénes. Par contre, il est 
difficile d’obtenir des sérums qui agglutinent 4 un taux élevé les 
germes du groupe Large-Sachs et les Shigella boydii, Ceci est souvent 
dai aux antigénes de surface qui masquent les agglutinations O, ou 
tout au moins il s’agit de caractéres liés. 

La préparation des sérums monovalents des Shigella des groupes A, G 
et D ne pose pas de problémes, mais il est difficile d’obtenir des sérums 
monovalents spécifiques de type dans le groupe de Shigella flexneri : 
les coagglutinines dues & l’antigéne de groupe doivent étre supprimées. 

Les sérums monovalents, bien que préparés avec les souches fraiche- 
ment isolées, qui ont en général beaucoup d’antigéne spécifique de 
type, contiennent cependant des fractions plus ou moins importantes 
d’anticorps de groupe. Ils agglutinent A des degrés variables d’autres 
sérotypes. 

Sh, flexneri 6 est le seul qui donne des sérums suffisamment spéci- 
fiques sans absorption par d’autres représentants du groupe. 

Dans la pratique courante, quand il s’agit de préciser le sérotype 
d’une Sh. flexneri d’isolement récent, les sérums spécifiques de type 
convenablement dilués non absorbés donnent généralement des résultats 
nets, faciles 4 interpréter. Mais les souches qui ont subi plusieurs 
repiquages perdent au moins partiellement la fraction spécifique ; 
elles sont agglutinées par plusieurs sérums et deviennent difficiles 3 
identifier. I] faut alors utiliser les sérums absorbés dont la préparation 
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est longue. Ceci demande une série d’absorptions successives. I] faut 
de grandes quantités de germes : a titre d’exemple, pour 1 ml de 
sérum dilué au 1/10, nous prenons la culture récoltée sur quatre 
boites de Roux. 

Ces sont les difficultés d’ordre pratique qui nous ont amenées A 
rechercher les moyens de préparer des sérums spécifiques directement 
par l’injection au lapin d’un antigéne modifié. Nous avons tout d’abord 
essayé de fixer successivement les anti-sérums de Sh. flexneri 1, X et 4 
sur une suspension de germes de Sh. flexneri 3. La mise en contact 
était de deux heures 4 50°, puis une nuit dans la glaciére. Une sus- 
pension du culot aprés centrifugation était injectée au lapin de facon 
habituelle en vue d’obtenir un sérum agglutinant. 

D’autres lapins ont regu une suspension de Sh. flexneri 3 lavée en 
eau physiologique et formolée, qui était restée en contact avec les sérums 
anti-Sh. flexneri 1, X et 4 mélangés. Les résultats n’ont pas été satis- 
faisants, les sérums obtenus n’étaient pas spécifiques. 

Les travaux de Perlman et coll. [4] nous ont donné l’idée de pré- 
parer un sérum spécifique avec la fraction polyoside de Sh. flexneri 3 
en gardant 3-4 p. 1000 de protéine. La dénaturation de protéine a été 
faite par la méthode de Kabat [4] ou Palmer et Gerlouch [3]. Le 
sérum obtenu avec ce produit avait un titre bas et de plus n’était pas 
assez spécifique. 

Les travaux d’Olitzki [2] sur ies Salmonella ont montré qu’il est 
possible d’inactiver certains antigénes spécifiques des bactéries par 
administration au lapin de grandes quantités d’anticorps spécifiques 
correspondantes. Il donne une technique pour la préparation de sérums 
O ou H de Salmonella hautement spécifiques. 

C’est en nous inspirant de ces travaux que nous avons essayé de 
préparer les sérums spécifiques du type des Shigella flexneri. 

Pour obtenir des sérums agglutinants dépourvus d’antigéne de 
groupe, nous avons essayé d’inactiver certains antigénes par les anti- 
corps correspondants. Nous avons immunisé les lapins avec une 
suspension microbienne d’un sérotype mélangée avec l’immunsérum 
de Shigella apparentées. 

Nous avons essayé plusieurs modes de préparation ; nous avons 
travaillé avec une suspension microbienne gardée en contact deux 
heures a 50° et une nuit a 4° avec les sérums de Shigella apparentées, 
ou avec une suspension mélangée extemporanément & ces sérums. 

Le contact préalable n’a pas eu beaucoup d’effet. Nous avons retenu 
le mode de préparation suivant que nous exposons sous forme d’un 
exemple, car il est bien évident que, dans chaque cas particulier, les 
sérums utilisés doivent varier avec l’antigéne a injecter. 

D’autre part, la souche doit étre choisie avec grand soin de fagon 
que les antigénes spécifiques y soient représentés en quantité parti- 
culiérement importante. 


Ezemple ; Préparation d’un sérum anti-Shigella flezneri 1. Six injec- 
tions intraveineuses au lapin. 


Premiére injection : Premier jour ; sérums purs Flexner X et Y. 0,5 ml 
de chacun + 1 ml d’eau physiologique (on injecte 1 ml de ce mélange). 
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Deuxiéme injection : Quatri¢éme jour ; antigéne Sh. flexneri 1 (lavage 
d’une culture sur gélose inclinée reprise dans 2 ml d’eau physiologique 
formolée) I goutte + I goutte de chaque sérum Flexner X-Y et Sh. flez- 
neri 4 purs dans 1 ml d’eau physiologique. 

Troisiéme injection ; Septiéme jour ; identique 4 la deuxiéme injection, 
mais en doublant les quantités d’antigéne et de sérums. 

Quatriéme injection : Dixitme jour ; on double les quantités de la 
troisiéme injection. 

Cinquiéme injection : Treiziéme jour ; on double les quantités de la 
quatriéme injection. 

Sixitme injection : Seizitme jour ; comme pour Ja premiére, c’est-a- 
dire sérums X et Y sans antigéne microbien. 


On saigne aprés huit a dix jours. 

En choisissant les souches et les proportions d’antigéne et d’anti- 
corps injectés, on obtient des résultats satisfaisants. L’addition de 
sérum a l’antigéne ne fait pas baisser le titre, tout en permettant 
d’obtenir des sérums plus spécifiques de type. 

Les titres de ces sérums sont plus élevés (1/50 000) que ceux qu’on 
obtient habituellement. 

La préparation de sérums par cette technique demande évidemment 
plus de travail que les méthodes habituelles, mais le résultat est d’une 
grande portée pratique. En effet, les sérums obtenus sont d’un titre 
élevé et contiennent un taux important d’agglutinines spécifiques. 
L’agglutination en tube montre encore la présence d’agglutinines non 
spécifiques, la dilution des sérums pour agglutination sur lame permet 
de faire disparaitre toutes ces coagglutinations. 


Résumé. — Pour obtenir les sérums agglutinants des Sh. flexneri 
dépourvus d’anticorps de groupe, nous avons immunisé des lapins avec 
une suspension microbienne mélangée avec l’immunsérum des Sh. 
flexneri apparentées. Le résultat est satisfaisant, le titre du sérum est 
trés élevé et il est plus spécifique du type. 5 


SUMMARY 


PREPARATION OF MONOSPECIFIC ANTI-FLEXNER AGGLUTINATING SERA. 


With a view to obtain anti-Shigella flexneri sera deprived of group 
antibodies, the authors immunized rabbits with a microbial suspension 
mixed with immune sera of Sh. flexneri containing the same group. 
antigens. The results were satisfactory : the serum has a high titer 
and is more type-specific. 
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ANTIGENE CAPSULAIRE DE PASTEURELLA MULTOCIDA 
(TYPE | DE ROBERTS) ET ANTI-MOUSSE SILICONE 


par P. PERREAU 
(présenté par M. JACOTOT) 


Unstitut d’Elevage et de Médecine Vétérinaire des Pays tropicauz, 
Alfort.) 


Les méthodes de culture microbienne agitée et aérée en profondeur 
exigent, pour la plupart, l’emploi d’un agent anti-mousse, qu’il 
s’agisse d’aération par tourbillon ou d’aération par pulvérisation d’air 
au moyen d’une bougie poreuse ou d’un filtre en verre fritté. 

Cet emploi est impératif lorsque le milieu de culture contient des 
liquides biologiques a degré de moussage important; c’est le cas 
habituel du sérum, ajouté trés fréquemment pour enrichir les milieux 
de hbase. 

En ce qui concerne la production de cultures denses de Pasteurella 
multocida dans le but de préparer le vaccin contre la pasteurellose 
bovine, deux procédés ont été décrits simultanément en 1958 : celui 
de Bain [4] et celui de Sterne [5]. 

Alors que l’emploi de silicone avait diminué la production de cel- 
lules bactériennes dans les cultures de Bain, l’emploi d’un anti-mousse 
également siliconé ne semblait pas avoir géné la croissance micro- 
bienne dans l’appareil de Sterne ; d’autre part a la Conférence F. A. O. 
de Manille (Philippines) sur la septicémie hémorragique des bovidés, 
en décembre 1959 [4], il avait été recommandé de vérifier si, comme 
on pouvait le craindre, les silicones ajoutés au milieu n’entravaient pas 
la capsulogenése de Pasteurella multocida. 

Aussi voudrions-nous apporter ici le résultat de nos expériences, faites 
avec des souches du type 1 de Roberts en culture dense aérée, selon 
un procédé que nous décrivons ailleurs [3], et un anti-mousse, le 
Rhodorsil 426 Rhéne-Poulenc (émulsion aqueuse 4 30 p. 100 de sili- 
cone). 

En milieu stagnant (bouillon au tryptose Difco), aucune inhibition 
de la culture n’est observée pour des concentrations de Rhodorsil 
allant de 0,5 a 50 p. 1000. 

En milieu agité et aéré (milieu de Sterne a l’autodigestat de pancréas 
de boeuf) auquel l’anti-mousse est ajouté a raison de 1 et 2 p. 1 000 
(par fractions de 10 4 20 ml pour les 10 a 20 litres de bouillon que 
contient la cuve de culture) il en est de méme. 

L’examen microscopique des germes, soit en contraste de phase, 
soit aprés coloration a l’encre de Chine, ne permet pas d’apprécier 
la moindre différence entre les capsules de ces bactéries et celles des 
germes récoltés sur gélose. 
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La vérification du respect intégral de l’antigéne capsulaire a été 
faite plusieurs fois de la fagon suivante : 


1° Une souche bovine de P. multocida est passée sur lapin et l’hémo- 
culture faite 2 la mort de celui-ci sert & ensemencer d’une part des 
boites de Roux (milieu tryptose agar Difco 4 5 p. 100 de sérum de 
boeuf), d’autre part, le milieu de Sterne siliconé de notre culture 
aérée. 


2° Les récoltes sont faites vers la quinziéme heure et les suspensions 
microbiennes sont ajustées a la méme densité optique (n° 35 de 
Brown) de fagon A opérer sur des quantités identiques de germes ; 
ensuite, les antigénes capsulaires sont libérés par la chaleur (trente 
minutes A 58°), selon la méthode qu’a préconisée Carter [2] pour 
effectuer la sérotypie de P. multocida, et isolés par centrifugation. 


3° Des hématies humaines O sont sensibilisées avec des dilutions 
progressives de ces antigénes et mises en présence de dilutions d’un 
immunsérum préalablement absorbé par ces mémes hématies O, 
comme l’indique le tableau I. 


Les résultats montrent que l’antigéne de culture aérée siliconée est 
décelable sur les hématies & la dilution 1/160, alors que celui de culture 
sur gélose ne ]’est qu’a la dilution 1/80. Les germes de Ja culture dense 
sont donc plus riches en antigéne spécifique capsulaire que les germes 
de la culture classique sur gélose, bien que le milieu tryptose agar 
Difco enrichi par du sérum de bceuf soit un excellent milieu. 


Cette expérience a été répétée plusieurs fois avec d’autres souches 
de P. multocida et les résultats obtenus ont toujours été du méme 
ordre. 


Le Rhodorsil 426 n’a donc pas d’influence inhibitrice sur la capsulo- 
génése, ni d’action lytique sur les capsules élaborées par P. multocida 
en culture agitée et aérée en profondeur. 


Il ne géne aucunement la croissance de cette eee et permet 
d’atteindre de hautes densités de culture. 


On ne peut cependant en conclure que la plupart des silicones 
commercialisés comme agents anti-mousse ont ce méme comportement 
a Végard de P. multocida, et pour chaque produit une vérification est 
indispensable. 


SUMMARY 


Pasteurella multocida (RoBERTS’ TyPE I) CAPSULAR ANTIGEN 
AND ANTI-FOAM SILICONES. 


Rhodorsil 426 has no inhibitory influence on capsulogenesis and no 
lytic activity on capsule formed by Pasteurella multocida in shaked 
and aerated cultures. It does not impair the growth of the bacterium 
and allows to obtain high densities of the cultures. 


However, it should not be concluded that most commercial silicones 
used as anti-foam agents behave in the same way towards P. multo- 
cida, and verification is absolutely necessary for each product. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les Annales 
de l’Institut Pasteur : 


Etude de l’action cytopathogéne du virus de la lymphogra- 
nulomatose vénérienne en culture de tissus, par M"* J. Onrma. 


Effet cytopathogéne des adénovirus type 5. — II. Etude cyto- 
chimique, par M. Prunieras, M"* Y. Caarponner et R. Sowier. 


Effet cytopathogéne des adénovirus type 5. — III. Les phos- 
phatases acides, par M"* Y. Caarponner, M. Prunieras et R. Sourer. 


Virologie du liquide céphalo-rachidien. Etude systématique 
de 289 prélévements sur cultures de tissus, par M™ L. Ensar- 
BERT, M. B. Larenc, L. Lapcaine, J. Dinter et M. GENARD. 


Etude de l’action abortive des endotoxines injectées a la 
souris gravide normale, castrée ou hypophysectomisée, par 
L. Cuépip, F. Boyer et M'e M. Paranr. 


Action de la chlorpromazine, de la cortisone et de l ACTH 
vis-a-vis d’une endotoxine bactérienne injectée 4 la souris 
hypophysectomisée, par M' M. Paranr. 


ELECTIONS 


MM. Bourdon, Meyer, Michel-Briand, Mossel, Paccaud, Picci, Thivolet, 
M™*s Durieux et Parant sont élus membres de la Société Francaise de 
Microbiologie. 
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E. A. Kabat et M. Mayer. — Experimental immunochemistry. 2° édit., 
1961, C. C. Thomas, éditeurs, Springfield, [linois, U.S. A. 


La premiére édition d’Experimental immunochemistry remonte 
a 1948. L’ouvrage a été réimprimé sans modification, en 1953 et en 
1958. La longue survie de cette premiére édition, dans un monde ow les 
livres scientifiques et les traités sont démodés au bout de quelques 
années, s’expliquait par l’exactitude et la précision de sa documenta- 
tion. On retrouve ces qualités dans la deuxiéme édition de 1961. Il ne 
s’agit cependant pas d’une simple remise 4 jour de l’édition de 1948, 
mais d’un ouvrage nouveau. Il est, comme le précédent, orienté de 
facon a exposer clairement le principe et les applications de 1’emploi 
de la méthode quantitative en immunochimie. D’autre part, les auteurs 
ont trés volontairement consacré leur ouvrage & un exposé rationnel 
des faits expérimentaux. Les théories qui ne sont pas définitivement 
établies sont A peine évoquées : ainsi un court résumé simplement est 
consacré, p. 354, aux théories relatives A la synthése des anticorps. Il 
s’agit 1a d’une position délibérée qui est due, non a un mépris des 
théories en général, mais 4 la volonté de ne relater dans ce livre que 
des données précises, examinées et appréciées d’un point de vue cri- 
tique et capables de résister 4 l’épreuve, sévére entre toutes, du temps. 
Pour Kabat, en effet, dans l’état actuel de nos connaissances et de nos 
techniques expérimentales, certaines théories, en particulier celles qui 
sont relatives a la synthése des anticorps, sont des hypothéses de travail 
utiles, au mieux, pour établir les plans d’expériences ultérieures ou 
pour faciliter la collation des résultats expérimentaux. 

Cette conception générale est celle qui a assuré la trés longue survie 
de la premiére édition. Il ne fait pas de doute, 4 notre avis, qu’elle 
assurera & cette deuxiéme édition une aussi longue carriére. 

L’ouvrage est divisé en quatre parties. La premiére groupe en 7 cha- 
pitres la méthodologie immunologique et immunochimique. 

Le premier chapitre constitue, sous le nom d’introduction, un résumé 
didactique extrémement clair des concepts de base et de la nomen- 
clature de l’immunologie. 

Le deuxiéme chapitre, relatif 4 la réaction de précipitation, contient 
de nombreuses additions par rapport a la premiére édition, en parti- 
culier un exposé sur la mesure de la combinaison anticorps-hapténe 
non précipitant et une description relativement courte des méthodes 
de précipitation spécifique en gel (l’immunoélectrophorése est décrite 
avec les techniques électrophorétiques au chapitre XXXIII). 

Le quatriéme chapitre est une mise au point remarquable, due 
4 Mayer, sur le complément et les réactions de fixation du complément. 

Le sixiéme chapitre traite de l’anaphylaxie et de l’allergie. L’aspect 
quantitatif des manifestations anaphylactiques y est particuli¢rement 
bien présenté (p. 272). 
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Le septiéme chapitre est comsacré aux caractéres des anticorps. 


La deuxiéme partie (chapitres VIII 4 XII) est relative aux diverses 
applications des méthodes immunochimiques. 


La troisitme partie (chapitres XIII & XLV) décrit une série de 
méthodes physiques ou chimiques d’analyse que-l’auteur estime néces- 
saires pour l’immunochimie, mais qui seront, 4 notre avis, utiles a la 
plupart des biochimistes. Les méthodes sont décrites avec simplicité 
et précision et choisies parmi celles qui ont fait leurs preuves. Cette 
partie, considérablement remise 4 jour par rapport a la premiére édi- 
tion, rendra les plus grands services dans tous les laboratoires. Le 
recours aux publications d’origine, toujours facile grace a la clarté 
des indications bibliographiques, sera le plus souvent inutile, les 
détails de la procédure & suivre étant trés clairement indiqués. 


La quatriéme partie (chapitres XLVI 4 LXIV) indique les méthodes 
de préparation et de purification de diverses substances : ovalbumine, 
conalbumine, sérumalbumine, y-globulines, etc. Le chapitre LI (p. 781) 
est un résumé trés clair des diverses méthodes, spécifiques et non spé- 
cifiques, de purification des anticorps. 


Cet ouvrage considérable connaitra et connait déja un trés grand 
succés. Indispensable aux immunologistes et immunochimistes, il 
trouvera aussi sa place dans la plupart des laboratoires de biochimie 
et de biologie. Certains le liront peut-étre avec profit du début jusqu’a 
la fin. La plupart des lecteurs l’ouvriront a la page qui les intéressera 
en fonction de leurs besoins. La présentation typographique et l’icono- 
graphie sont remarquables. La bibliographie est trés compléte et bien 
groupée. Ces qualités constitueront pour l’acheteur une consolation 
pour le prix de lVouvrage qui est élevé. Il s’agit en effet d’un livre 
a consulter fréquemment et qu’il ne suffit pas de pouvoir emprunter 
a une bibliothéque centrale, mais qui a sa place dans une bibliothéque 
de laboratoire ou dans une bibliothéque personnelle. 


MOR: 


4 
The Scientific Basis of Medicine. Annual Reviews 1961. 1 vol. 335 p. 
British Postgraduate Medical Federation. University of London. 
The Athlone Press 1961. Prix : 40 s. 


Ce premier volume inaugure une série d’ouvrages, qui constituaient 
autrefois Lectures on the Scientific Basis of Medicine. On trouvera donc 
traitées dans cet ouvrage différentes questions d’actualité. Citons parmi 
les plus importantes : 


L’action antivirale de l’interféron (Isaacs), Les réactions immuno- 
logiques a l’échelon cellulaire (Ware), L’autoradiographie de la moelle 
osseuse (LasTHa), L’épidémiologie de la leucémie (Dot), La fiévre et 
les pyrogénes (PickeRING), Les troubles du métabolisme des amino- 
acides (Minne), Le métabolisme du magnésium chez l’homme (Four- 
MAN), La biochimie de la sclérose en plaques (THompson). 


Chacun de ces chapitres est rédigé par un spécialiste. L’essentiel de 
la question est présenté de maniére trés claire. 


A. E. 
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Notices nécrologiques. 
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Anpré (A.), Courtors (G.), Lennes (G.), Ninane (G.) et OsTEr- 
rieTH (P. M.). — Mise en évidence d’antigénes de groupes 
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Aranasiu (P.). — Voir Grasser (Me N.). 
— Voir Marros (M™ L.). 
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